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概 要 
 
 オカラとは豆腐、豆乳などの生産過程により排出される残渣である。
オカラは水不溶性の炭水化物、蛋白質、脂質を含む様々な栄養素を豊
富に有するにもかかわらず、主に食材の代わりに飼料、肥料として使
用され、更に有機産業廃棄物として処分されている。  
先行研究によれば、オカラを基質とした食用キノコ(椎茸、エノキタ
ケ、アミガサタケと舞茸)及び薬用キノコ(冬虫夏草と霊芝)の発酵技術
が開発され、発酵したオカラに顕著な抗酸化活性、免疫調節活性及び
抗がん活性が確認された。これらの研究成果から、微生物発酵法を用
いることで、オカラの再資源化が可能になり、発酵産物を抗酸化作用
を有する食品及び機能性食品素材として利用する可能性もあると考え
られる。  
本研究は冬虫夏草子実体及び霊芝菌糸体発酵物の有効成分の一つで
ある多糖類に着目し、抗酸化活性及び免疫調節活性を評価し、より優
れた抽出法を確立することで、オカラの再資源化の効率向上や機能性
食品素材の開発を目的とした。  
まずはじめに、発酵産物である冬虫夏草子実体を用いて、超音波破
砕抽出条件の最適化及び熱水抽出法との比較を行い(第 2 章)、抽出さ
れた冬虫夏草子実体由来の多糖類の抗酸化活性及び免疫調節活性を検
討した(第 3 章)。更にオカラの霊芝菌糸体発酵物を用いて、超音波破
砕抽出条件の最適化及び従来法 (低出力超音波抽出法と熱水抽出法 )と
の比較を行い(第 4 章)、抽出された霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の
抗酸化活性及び免疫調節活性を検討した(第 5 章)。最後に、超音波破
砕抽出法における抽出促進効果及びメカニズムを検討した(第 6 章)。  
これまでの研究成果は下記の通りである。  
1. 冬虫夏草子実体の多糖類抽出過程を応答曲面分析法で解析した結果、
38.53 min、604.61 W 及び 4 mL/g といった最適条件が得られ、抽
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出率の予測値は 7.35%であった。39 min、603 W 及び 4 mL/g とい
った類似条件を用いて得られた抽出率の実測値は 7.29%であり、予測
値に合致した。超音波破砕抽出法を用いた場合は熱水抽出法の場合
より、抽出率が 142%向上しとともに、抽出時間が 67.5%短縮し、
溶媒が 86.7%節約でき、エネルギーコストを 63.4%節約することが
できた。  
2. 超音波破砕抽出法及び熱水抽出法により得られた冬虫夏草子実体由
来の多糖類は、同程度の抗酸化活性を示した。更にマウスマクロフ
ァ―ジ細胞に対する顕著な保護作用を示し、細胞毒性は示さなかっ
た。  
3. 霊芝菌糸体発酵物の多糖類抽出過程に対して応答曲面分析法で解析し
た結果、43.72 min、496.90 W 及び 13.21 mL/g といった最適条件が
得られ、抽出率の予測値は 10.13%であった。44 min、495 W 及び
13.21 mL/g といった類似条件を用いて得られた抽出率の実測値は
10.01%であり、予測値に合致した。報告された低出力超音波抽出法
および熱水抽出法の抽出率は、それぞれ 8.90%および 7.19%であっ
たため、本研究によって最適化された超音波破砕抽出法による抽出
率がそれぞれ 12.5%及び 39%向上させた。また、熱水抽出法により、
抽出時間が 63.3%短縮し、溶媒を 56%節約でき、エネルギーコスト
を 58.7%節約することができた。  
4. 最適化された超音波破砕抽出法、低出力超音波抽出法および熱水抽
出法により得られた霊芝菌糸発酵物由来の多糖類は同程度の高い抗
酸化活性、マウスマクロファ―ジ細胞に対する顕著な保護作用を示
したとともに、マウスマクロファ―ジ細胞に対する増殖促進効果を
示した。特に、最適化された超音波破砕抽出法で抽出された多糖類
の場合、39%の最も高い増殖促進効果が観察された。  
5. 超音波破砕抽出法を用いた場合、霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体
由来の多糖類にセルロース、キチン及びキトサンが検出されたため、
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本抽出法は素材の細胞壁を破壊し、その組成成分である多糖類を抽
出することによって多糖類の抽出率を向上すると考えられる。また、
セルロース、キチン及びキトサンがマクロファージを活性化できる
ため、超音波破砕抽出法によって得られた霊芝菌糸体発酵物由来多
糖類のマウスマクロファージに対する高い増殖促進効果があること
が解釈できた。  
以上の研究成果により、超音波破砕抽出法は多糖類の抗酸化活性及
び免疫調節活性を保持或いは向上することが出来、且つ省エネルギー
的・効率的な抽出法である。また、オカラを再資源化した産物である
冬虫夏草子実体、および霊芝菌糸体発酵物を機能性食品素材及び癌治
療回復期の補助治療食品となりうる価値がある。  
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第 1章 緒論 
1.1 背景 
 近年、世界中の環境問題が深刻化してくるとともに、環境改善及び環境保
護の意識も高まってきた。その中で、資源の過剰開発、浪費、低効率利用な
どにより、資源不足が顕在化してきている。このため、近年、資源の再生化
及び廃棄物の再利用はますます注目されている。金属、ガラス、プラスチッ
ク、古紙などの資源はゴミの分類、再製品化により、一部の再利用がすでに
実現された。一方、農林水産省統計部の「平成 17 年食品循環資源の再生利用
等実態調査結果の概要」により、食品製造業、食品卸売業、食品小売業と外
食産業を合わせて食品廃棄物は年間約 1136 万トン産出されている。その中で
も、食品製造業は 490 万トンの年間産出量で総量の約 43%を占める。年間産
出量が 66 万トンであるオカラは豆腐、豆乳などの食品製造業により産出され
る廃棄物であり、食品廃棄物の一種である。大量の蛋白質、脂質、炭水化物
及び灰分が大豆製品の製造過程で取り除かれるが、大豆の約三分の一の栄養
素は残存している。残存する各種栄養素の中で、主な炭水化物はセルロ―ス
のため、人体に直接に吸収ができないが、食物繊維として人体の消化器系に
良いと考えられる。 
食品廃棄物の総合的あ再生利用率は 45%であり、残りは産業廃棄物及び一
般廃棄物として処分され、その処分費用は高額である。オカラは飼料及び肥
料として利用されているが、食用の利用分は 1%未満であり、残りは有機産業
廃棄物として処分されている。オカラの栄養素は殆ど水不溶性であるため、
飼料や肥料として利用されても、残存する栄養素の利用効率は非常に低く、
十分に利用されていないと考えられる。 
所属研究室のこれまでの研究から、オカラを基質とした食用キノコ
(椎茸、エノキタケ、アミガサタケと舞茸 ) [ 1 -3 ]及び薬用キノコ (冬虫夏
草と霊芝 ) [ 4 -6 ]の人工培養は可能になった。食用キノコにより発酵させ
たオカラには、顕著な抗酸化活性、免疫調節活性及び抗がん活性が確
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認され、微生物発酵法を用いることで、オカラの再利用が可能となっ
た他、一般食品や機能性食品、更に医薬品としての利用可能性も考え
られるようになった。しかし、発酵物から有効成分の抽出過程は殆ど
従来法である熱水抽出法などにより行われていたため、長時間、高溶
媒消費、低抽出率などのデメリットが存在した。  
1.2 オカラについて 
アジア諸国、特に中国、日本及び韓国において、豆腐、豆乳、醤油、
豆板醤、テンベ、大豆油などの大豆製品を食用する習慣及び歴史があ
る。そのなか、豆腐、豆乳製造過程で、産出される主な残渣がオカラ
(図 1-1)である。豆腐生産の場合，1 kg の大豆により、約 1.3 kg の新鮮
なオカラ(オカラの含水率を 75-80％とした場合)が産出される。江戸時
代、日本ではオカラを庶民的な食品として利用されていた時期がある [ 7 ]。
しがしながら、食物が豊富である現在、オカラは殆ど食品のかわりに
飼料や肥料などとして使用され、更に一部は有機産業廃棄物として処
分されている [ 8 ]。日本では、平均的に 1 トンのオカラを処理するために
20,000 円程度の費用がかかる [ 9 ]。  
日本豆腐協会 2012 年データ(図 1-2)によれば、オカラの利用につい
て，飼料用、肥料用及びその他はそれぞれ 65%、25%及び 10%の割合
を占めている。その他の部分については 50-90%は有機産業廃棄物とし
て処分され、食品用は 1%未満である。焼却処理は 3.3-5.94 万トンほど
であり、環境汚染の原因ともなっている。  
近年、産業廃棄物の再利用が直接に環境負荷の低減、資源保護など
に関係するため、様々な産業廃棄物に対応する利用法の開発が注目さ
れてきた。豊富な栄養素(表 1-2、表 1-3、表 1-4) [ 1 0 ]を含むオカラも再
び食材として少しずつ人々の注目を浴びてきた。豊富な栄養素が含ま
れているため、微生物発酵基質としての利用も可能であろうと考えら
れる [ 11 ]。 
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また、機能性食品の開発分野にて、オカラはイソフラボン [ 1 2 -1 3 ]、食
物繊維、血糖降下物質 [ 1 4 ]、タンパク質 [ 1 5 ]、多糖類 [ 1、4 ]などの生理活性
物質の抽出によく利用されている。これらの生理活性物質の存在こそ、
有機産業廃棄物であるオカラに想像以上の付加価値を与え、食品工学
の研究素材とされることも多くなってきた。  
1.3 冬虫夏草について 
冬虫夏草(Cordyceps sinensis )(図  1-3)は子嚢菌門核菌綱ボタンタケ目
バッカクキン科冬虫夏草属菌類の総称である。現在 500 種類程度の存
在が確認されている。野生冬虫夏草は海抜 3,000-4,000 m の高地に棲息
するコウモリガ科の蛾の幼虫に寄生し、夏になるとともに、宿主体内
の栄養分を吸収しながら成長する。宿主が死んだ後、菌糸体は外に出
て、子実体を形成する。中国では冬虫夏草の子実体を菌核化した宿主
をつけたまま採集して乾燥し、漢方の生薬もしくは中華料理の薬膳食
材として重宝されてきた。1964 年以降、冬虫夏草は漢方薬として分類
されている [ 1 6 ]。 
 近年、漢方薬、特に冬虫夏草の効能が実証されつつあり、多く研究
者が着目するようになってきた。掲載された論文や報告などによれば、
冬虫夏草の主な有効成分は多糖類、ポリフェノール、タンパク質 [ 1 7 -1 9 ]
などであり、抗腫瘍 [ 2 0、2 1]、抗炎症 [ 22、 2 3]、抗酸化 [ 2 4 -2 6]、抗白血病 [ 2 7、
2 8 ]、抗菌 [ 2 9 ]などの効果が確認されてきた。野生冬虫夏草の生育には過
酷な環境が必要とされている。更に市場需要量が年年増えてきたため、
野生の冬虫夏草の生物量が激減している [ 3 0 ]。このため、1999 年に実施
された中国国家林業局農業部令により冬虫夏草は中国 2 級保護野生植
物に認定され、無許可の採集及び過剰採集が禁止されることとなった。
こうした状況の下、冬虫夏草子実体の人工培養及び菌糸発酵の研究が
市場需要量に応じながら発展してきた。殆どの培養技術は蛾の幼虫を利
用しているが、日本では稲やトウモロコシなどを利用する培養技術も
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開発された [ 3 1、3 2 ]。各栄養素の含有量および生理活性は野生冬虫夏草の
ものより、高い場合、低い場合がある [ 3 3 -3 6 ]。 
 オカラのような有機産業廃棄物を利用する培養技術は珍しいもので
あり、本研究室独自の技術である。先行研究によれば、オカラを基質
の主要成分とした培地を用い、冬虫夏草の子実体までの成長が可能で
あることが判明している。一般的に宿主であるコウモリガ科の蛾は幼虫
期まで成長するに 2-3 年間が必要とされるため、野生冬虫夏草の成長期
間も 2-3 年間であると考えられる。一方、本研究室の技術は 8 週間以内
に成熟した冬虫夏草を収穫できるため、培養効率は非常に高いと考え
られる。また、培養した冬虫夏草の栄養分及び生理活性を調査した [ 4 .3 7 ]
結果、抗酸化活性、免疫調節活性などが確認されている。このため、
実用性と利用価値を合わせて検討した上、本研究室の冬虫夏草培養技
術は大変優れており、オカラの有効的な利用法の一つであると考えら
れる。  
冬虫夏草には様々な生理活性物質が含まれているが、多糖類は最も
重要な有効成分の一つとして、すでに多くの研究者により、研究され
てきた。これまでに、抗腫瘍、抗炎症、抗酸化、抗白血病、抗菌効果
のほか、シクロホスファミド誘発性の免疫抑制を克服することが確認
されている [ 3 8 ]。特に免疫抑制されたマウスに対し、脾臓および胸腺指
数(spleen and thymus indices )の増加、脾臓リンパ球活性およびマクロ
ファ―ジ機能の強化が顕著に確認されている [ 3 3 ]。 
1.4 霊芝について 
 霊芝 (レイシ、Ganoderma lucidum )(図 1-4)はマンネンタケ科の一年
生キノコであり、形態は種類により異なる。後漢時代 (25-220 年 )にま
とめられた『神農本草経』に命を養う延命の霊薬として記載されて以
来、中国ではさまざまな目的で薬用に用いられてきた。日本でも民間
で同様に用いられてきたが、伝統的な漢方には霊芝を含む処方は無い。  
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 野生霊芝の最適成長には 25-30°C の温度、80%以上の湿度、適切な照
度が必要とされる [ 4、5 ]。特に太陽光は霊芝菌糸体の成長を阻害するが、
子実体の成長には不可欠である。このため、野生霊芝の早期菌糸増殖
は相当に抑制され、成長期間は長いと考えられる。一般的に、成長期
間が長いほど、霊芝の薬効効果がよいと言われている。中国では 10 年
以上の野生霊芝であれば、値段は成長年数分に比例して高騰する。更
に 50 年以上の野生霊芝は仙草とも呼ばれ、非常に貴重な漢方薬とされ
ている。  
近年、霊芝の効能が実証されつつあるため、霊芝はより広く知られ、
研究者に注目されている。掲載された論文や報告などによれば、多糖
類、トリテルペノイド、タンパク質 [ 3 9、4 0 ]など生理活性物質は霊芝の主
な有効成分である。その中、多糖類は最も重要な有効成分として、詳
しく研究されてきた。掲載された論文や報告などによれば、霊芝多糖
類に強い抗酸化活性 [ 4 1 -4 3]、抗腫瘍 [ 44]、免疫調節 [ 45 ]などの効果を有す
ることは確認された。  
一方、過剰採集及び成長環境の破壊などにより、野生霊芝の産出量は激減
してきた。それにともなう人工培養技術はすでに開発され、アジア諸国、特
に中国でよく使用されている。殆どの人工霊芝培養は腐敗した木質や麩な
どを用い、培養室にて行われている。現在、腐敗した木質や麩などを使
用して霊芝の成長環境を模擬した培養技術により、霊芝の成長期間が 3
ヶ月ほどに短縮されることは可能になった [ 4 6 ]。 
しかし、短期間で成熟させられた霊芝子実体に含まれる栄養素は野
生霊芝より明らかに少ないことが知られている [ 4 6、4 7 ]。その要因として、
霊芝子実体が形成されるためには、子実体量の数倍に相当する菌糸体
が必要とされ、栄養素も相応に濃縮されるため、短時間内にできた子
実体に含まれる栄養素は少ない傾向がある。野生霊芝の場合は、成長
期間が長くなるとともに、栄養素が多くなり、表面の色も深くなると
言われている [ 4 6 ]。  
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本研究室のオカラを利用した培養技術により、５週間以内に霊芝菌
糸体を大量に培養することが可能となった。培養された菌糸体発酵物
が優れている抗酸化活性や免疫調節活性を有することは確認された [ 4 -5 ]。  
1.5 天然物からの有効成分の抽出法について 
 植物や真菌類を含む天然物から有効成分を抽出する際には、有効成分の特
徴に基づき温和な条件で抽出法を選択することが必要とされる。抽出法は直
接に効率及び有効成分の生理活性に影響するため、これまでに様々な改良が
なされてきた。 
1.5.1 従来抽出法について 
多糖類の一般的な抽出法は熱水抽出法である。具体的には、粉砕し
た素材を多糖類の溶媒である蒸留水に分散し、攪拌しながら 100 °C
で 2 時間に渡って抽出する方法である。ただし、熱水抽出法には長時
間、高溶媒消費、低抽出率などのデメリットが存在するため、大量素
材の抽出は困難になると考えられる。  
近年、超音波、マイクロ波 [ 4 8 -5 0 ]などが様々な抽出過程に広く応用さ
れてきた。但し、マイクロ波が化学結合を破壊するため、生理活性の
ある有効成分には不適切であると考えられる。  
1.5.2 超音波破砕抽出法について 
超音波には熱効果、物理的な攪拌に類似する効果及び空洞化作用と
いった 3 つの特徴がある。熱効果とは、媒質中の超音波の伝播により、
一部のエネルギーが熱に変わり、標的溶質の溶解を促進する作用を言
う。物理的な攪拌に類似する効果とは、超音波の放出とともに、一部
のエネルギーが力学的エネルギーに変わり、溶質の分散及び移動を促
進することにより、攪拌に類似する現象を言う。空洞化作用とは、超
音波が液体に作用する場合、液体内部に瞬間的な引っ張り応力が発生
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し、真空状態と近似する泡が形成する現象を言う。引っ張り応力によ
り、細胞壁の破壊が可能となる考えられる。  
上記の効果により、超音波は天然物の有効成分抽出過程に対する促
進効果があると十分考えられる。例えば、超音波破砕抽出法により、
セージのアルコール不溶性残渣から抽出した水溶性多糖類の抽出率が
高められた [ 5 1 ]。また、低頻度超音波の非混和性相の間の物質移動促進
効果により、すでに様々な標的成分の抽出に使用されている [ 5 2 ]。20-
100 KHz の超音波により、多糖類の構造変化及び分解は避けられるこ
とが報告されている [ 5 3、5 4 ]。 
これまでの研究から、超音波破砕抽出法が短処理時間、簡単な操作、
低溶媒消費、高抽出率などのメリットを有することが明らかになって
きた [ 5 5 ]。ただし、今まで多数の多糖類抽出に対する超音波破砕抽出法
の研究には低出力 (400 W 以下 )の超音波を用い、抽出促進効果を確認
するものであった。本研究では 20 KHz であり、9 W から 900 W まで
の超音波を選択し、多糖類抽出に及ぼす影響を検討した。  
1.6研究の目的 
本研究は霊芝菌糸体発酵物及び冬虫夏草子実体を主要な研究素材と
し、その有効成分の一つである多糖類に着目し、抗酸化活性及び免疫
調節活性を維持或いは向上出来る且つ効率的な抽出法の確立により、
有機産業廃棄物であるオカラの再資源化効率の向上を研究目的の一つ
とした。  
一方、抽出物の各生理活性評価により、オカラに基づく機能性食品
開発の可能性及び価値の検討も研究目的とした。  
1.7論文の構成 
本論文は合計 7 章により構成されている。各章の内容は下記通りで
ある。  
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第   1 章に、研究背景、研究目的及び論文の構成を記述した。  
第 2 章に、冬虫夏草子実体に対する超音波破砕抽出法最適条件の確
立および従来法との抽出率比較を記述した。  
第 3 章に、抽出された冬虫夏草子実体由来の多糖類に基づく抗酸化
活性、免疫調節活性により、超音波破砕抽出法と熱水抽出法の比較に
ついて記述した。  
第 4 章に、もう一つの研究素材である霊芝菌糸体発酵物に対する超
音波破砕抽出法最適条件の確立および低出力超音波破砕抽出法、熱水
抽出法との抽出率比較を記述した。  
第 5 章に、抽出された霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類に基づく抗酸
化活性、免疫調節活性により、最適化された超音波破砕抽出法、低出
力超音波破砕抽出法および熱水抽出法の比較を記述した。  
第 6 章に、冬虫夏草菌糸発酵物及び霊芝子実体を用い、超音波によ
る抽出促進効果の差異検定及び抽出促進効果のより詳しい検討につい
て記述した。  
第 7 章に、第 2、3、4、5、6 章の研究結果に基づく総合的な考察、
残った課題及び今後の展望を示した。  
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表 1-1オカラの主な栄養素割合(単位：%／五訂栄養素表[56]による)  
大豆製品／栄養素 水分 タンパク質 脂質 炭水化物 灰分 
新鮮オカラ 75.5 6.1 3.6 13.8 1.0 
無水オカラ 0.0 24.9 14.7 56.3 4.1 
大豆(米国産、無水) 0.0 37.4 24.6 32.6 5.4 
豆乳(無水) 0.0 39.1 21.7 33.7 5.4 
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表 1-2各種大豆及び大豆製品の多量栄養素[10] 
大豆品種 製品 
多量 a (g/100g)栄養素 
タンパク質 脂質 炭水化物 フィチン酸 不溶性繊維 水溶性繊維 総繊維 灰分 
Edgar 
大豆 40 18.2 19 1.2 18.4 4.8 23.2 4.7 
豆腐 53.9 30.2 3.4 1.5 4.7 0.7 5.4 7.2 
オカラ 28.4 9.6 5.3 0.5 42 14.6 56.6 3.2 
Hutton 
大豆 40.1 21 15.2 1.6 16.4 5.3 21.7 5.3 
豆腐 53 35 2.5 1.9 5.4 2.3 7.7 6.3 
オカラ 25.4 10.9 3.8 1.2 43.6 14.5 58.1 3.7 
Prima 
大豆 39.5 20.4 17.7 1.7 15.5 5.6 21.1 5.4 
豆腐 52.4 32.4 3.7 2.5 4.8 2.8 7.6 6.8 
オカラ 26.2 9.3 4.6 0.9 40.2 12.6 52.8 3 
aすべては水分を含まず、全脂肪ベ―スの状態で測定された数値である。 
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表 1-3各種大豆及び大豆製品の微量栄養素[10] 
大豆品種 サンプル分析 
微量 a (mg/100g)栄養素 
Ca Mg Fe Na K Cu Zn Mn P ビタミン B1 ビタミン B2 ニコチン酸 
Edgar 
大豆 155 262 9.3 11.7 1609 1.7 5.5 3.2 715 0.44 0.06 2.71 
豆腐 1849 188 11.1 7.7 206 1.4 6 4.4 926 0.19 0.05 0.76 
オカラ 260 163 6.2 16.2 1046 1.1 3.8 2.5 396 0.59 0.04 1.01 
Hutton 
大豆 275 282 11.7 9.3 1739 1.7 4.6 4.1 635 0.54 0.06 2.65 
豆腐 2092 179 9.4 4.9 171 1.5 5.5 5.9 971 0.13 0.04 0.54 
オカラ 428 158 7.2 19.1 1094 1.1 3.5 3.1 444 0.49 0.03 0.82 
Prima 
大豆 187 247 11.6 3.5 1693 1.8 6 2.8 830 0.45 0.06 2.9 
豆腐 1939 207 9.5 6.1 256 1.4 6.9 3.8 1014 0.23 0.05 0.86 
オカラ 286 165 8.2 18.4 1233 1.2 6.4 2.3 407 0.48 0.03 1.04 
aすべては水分を含まず、全脂肪ベ―スの状態で測定された数値である。 
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表 1-4 各種大豆及び大豆製品の炭水化物含有量[10] (g/100 g(a) 
a すべては水分を含まず、全脂肪ベ―スの状態で測定された数値である。 
 
 
 
 
大豆 品 
種 
サンプ
ル分析 
総単糖 
オリゴ糖 
澱粉 
スタキオ―ス ラフィノ―ス スクロ―ス 
Edgar 
大豆 2.5 6.3 1.2 8.0 0.95 
豆腐 0.4 0.9 0.2 1.5 0.44 
オカラ 0.7 1.4 0.3 2.3 0.59 
Hutton 
大豆 2.3 4.9 1.7 5.6 0.74 
豆腐 0.4 0.5 0.2 0.8 0.58 
オカラ 0.6 0.9 0.3 1.3 0.68 
Prima 
大豆 3.0 5.1 1.6 7.2 0.78 
豆腐 0.2 1.0 0.3 1.6 0.55 
オカラ 0.7 0.9 0.4 1.8 0.79 
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図 1-1 オカラ 
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図 1-2 オカラの利用割合 
出典：日本豆腐協会 2012年データ 
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(b) 
 
図 1-3 野生冬虫夏草子実体(a)及び培養した冬虫夏草子実体(b) 
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(a) 
 
(b) 
 
図 1-4 野生霊芝子実体(a)及び培養した霊芝菌糸体発酵物(b) 
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第 2章 冬虫夏草子実体に対する超音波破砕抽出 
2.1 はじめに 
 所属研究室においてオカラを用いた冬虫夏草子実体培養技術はすで
に開発されているため、培養した冬虫夏草子実体を本研究の研究素材
とし、多糖類を研究対象とした。培養した冬虫夏草から、主な有効成
分である多糖類を抽出する際に、これまで熱水抽出法が多く選択され
ている。本法は長時間、高溶媒消費、低抽出率などのデメリットによ
り、得られる有効成分が少ないため、間接的に冬虫夏草及びオカラの
利用効率は低くなると考えられる。  
本章では、超音波を用いてより多くの有効成分を獲得できるような
抽出条件の最適化を行った。最適化の検討に応答曲面分析法を用いた。
応答曲面分析法とは効率的、論理的且つ数学的であり、複数回の実験
結果により、各要素の独自的な影響及び各要素間の相互作用を系統的
に分析できる統計解析法である [ 2 2 ]。 
2.2 材料及び方法 
2.2.1 素材及び試薬 
 冬虫夏草子実体は生物資源プロセス工学研究室(筑波大学)より譲渡さ
れた [ 6 ]。  
エタノール、フェノール、D-グルコース、濃硫酸は和光純薬(大阪、
日本)より購入した。他の化学試薬は全て分析グレードであった。  
2.2.2 装置 
超音波細胞破砕機(JY92 - IIDN)は杭州 Chincan 貿易有限公司(杭州、
中国)より購入した。超音波(周波数は 20 kHz に設定)の最大出力は 900 
W であり、1%から 99%まで 1%ごとに調整できる。反応系の温度は、
温度警報システムにより、50 °C 以下に制御した。  
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2.2.3 冬虫夏草子実体多糖類の抽出 
サンプルの用意 
 冬虫夏草子実体は、40 °C で 2 日間乾燥し、粒径 150 μm まで粉砕し
た。その後、単糖類、脂質などを除去するために、サンプル粉末を 1 g
あたり 5 mL の 80%エタノールで還流した(質量の損失率は 1%未満)。
濾過及び洗浄を繰り返した残渣は 40°C で再び 24 時間乾燥した。乾燥
後、サンプルを粒径 150 μm まで再度粉砕し、最終的には 4°C で保存し
た。  
超音波破砕抽出法の多糖類抽出 
 サンプル粉末を蒸留水に混合し懸濁液にした上、異なる条件(図 2-1)
の下で、多糖類を抽出した。  
 処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清
を孔径 0.45 μm のフィルター(NY013045、アズワン株式会社)に通過さ
せ、固形物を除去した上、抽出液を得た。更に、1 mL の抽出液に 4 
mL の 99.5%エタノールを添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間
以上かけて沈殿させた。その後、8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離
により、沈殿した多糖類を分離し、10 mL 蒸留水で再び溶解すること
で、多糖類水溶液とした。  
熱水抽出法の多糖類抽出 
 サンプル粉末を 1 g あたり 30 mL の蒸留水に混合し懸濁液にした。
100 °C の水浴で 30 min に一回攪拌し、合計 2 時間抽出した。  
抽出液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を孔径
0.45 μm のフィルター (NY013045、アズワン株式会社 )に通過させ、固
形物を除去した。更に、1 mL の抽出液に 4 mL の 99.5%エタノールを
添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。そ
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の後、8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を
分離し、10 mL 蒸留水で再び溶解することで、多糖類水溶液とした。  
抽出率の計算 
 多糖類水溶液中の多糖類含有量は硫酸フェノール法により、定量した
[ 5 7、58]。吸光度を 0.2-0.8 の範囲内に合わせるために、多糖類水溶液を
適切に希釈した。そして、1 mL の多糖類水溶液を 0.5 mL のフェノー
ル、更に 2.5 mL の濃硫酸と混合し、100 °C の水浴で 15 min に変色反
応させた。4 °C の冷水により、室温(25 °C)まで急速的に冷却し、波長
490 nm での吸光度を測定した。  
 グルコースによる検量線に照らし合わせ、多糖類水溶液の多糖類濃
度を計算した上、抽出過程の各数値及び実験中の各希釈倍数により、
多糖類の抽出率を計算した。方程式は下記通りである。  
多糖類抽出率  (%) = A(mg mL⁄ ) × B(mL) × C D(mg)⁄ × 100             (1) 
その中、A、B、C 及び D はそれぞれ多糖類水溶液濃度、多糖類水溶
液総体積、希釈倍数及びサンプル量を表す。  
2.2.4 応答曲面分析 
単一要素分析 
 本研究の標的抽出物は多糖類であり、100 °C 以下であれば安定して
いる。また、超音波の熱効果や高温の水浴での処理は多糖類の溶解を
促進する。ただし、温度の上昇とともに、溶媒である蒸留水の蒸発も
激しくなる。このため、抽出温度は溶媒の蒸発を抑えるために常に
50 °C 以下に設定したことから、単一要素分析から外した。  
 超音波処理時間(3、6、9、12、15、18、21、24、27、30、33 及び 36 min)、
超音波出力(90、180、270、360、450、540、630、720 及び 810 W)及び溶媒
量(4、5、6、7、10、15、20、25、30、35及び 40 mL/g)といった 3 つの要素
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が分析対象として選択された。選定した値に対応する抽出率を検討し
た上、最適値を応答曲面分析に使用した。  
応答曲面分析 
 単一要素分析の結果により、応答曲面分析に使用した各要素の値は表 2-2a
の示している通り、Box-Behnken デザインにより、表 2-2bの示している 17
組の分析実験が設計された。表 2-2 の条件組み合わせに従い、冬虫夏草子実
体多糖類の抽出を再度行い、対応する抽出率を計算した。 
 分析実験の結果を入力した上、Design-Expert(9、Stat-Ease, Inc.)といったソ
フトにより、総合的な超音波破砕抽出の最適条件が解析され、各要素に基づ
く抽出率の方程式も解析された。方程式は下記通りである。 
𝑌＝A0＋∑ Ai𝑋i +
3
i=1 ∑ Aii 𝑋i
2 + ∑ ∑ Aij
3
j=i+1 𝑋i𝑋j
2 
i=1
3
i=1               
(2) 
その中、A及び Xは自然数及び要素を表す。
 
 ただし、解析された最適条件はあくまで理論値であり、整数とならない場
合が一般的であるため、近似する条件を採用し、実際に可能な条件による検
証実験を行い、最終的には検証実験による実際の抽出率は理論上の抽出率と
一致しているかどうかを検討した。 
2.2.5 従来法との抽出率比較 
 従来法である熱水抽出法による冬虫夏草多糖類の抽出率を測定した上、得
られた最適超音波破砕抽出条件による冬虫夏草多糖類の抽出率と比較した。 
2.2.6 統計解析 
すべての実験は 3 回実施し、データは平均値及び標準偏差値で表した。統
計解析は IBM の統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 19.0 で行った。P 値が
0.01より小さい場合に限り、統計学的に有意とみなした。 
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2.3 結果及び考察 
2.3.1 単一要素分析 
超音波処理時間 
 単一要素分析において、3、6、9、12、15、18、21、24、27、30、33 及び
36 min の超音波処理時間における冬虫夏草子実体多糖類の抽出率を検討した。
他に設定された条件は 450 Wの超音波出力及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
 超音波処理時間による冬虫夏草子実体多糖類抽出率の変化を図 2-1 に示し
ている。抽出率は超音波処理時間の延長とともに上昇し、30 min で最大値に
達した。時間がそれ以上長くなると、抽出率はわずかに減少した。この原因
は超音波の過剰処理にともなう高温による多糖類の構造破壊であると考えら
れる[59-62]。 
超音波出力 
 単一要素分析において、90、180、270、360、450、540、630、720 及び 810 
W の超音波出力における冬虫夏草子実体多糖類の抽出率を検討した。他に設
定された条件は 30 minの超音波処理時間及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
超音波出力による冬虫夏草子実体多糖類抽出率の変化を図 2-2 に示してい
る。抽出率は超音波出力の増加とともに上昇し、450 W で最大値に達した。
超音波出力がそれ以上増加しても、抽出率は殆ど変化してなかった。以上の
結果より、20 mL/gの溶媒量で 30 min、450 Wでの超音波処理により、十分な
多糖類抽出がなされた[62、63]。 
溶媒量 
 単一要素分析において、4、5、6、7、10、15、20、25、30、35 及び 40 
mL/g の溶媒量における冬虫夏草子実体多糖類の抽出率を検討した。他に設定
された条件は 30 minの超音波処理時間及び 450 Wの超音波出力であった。 
22 
 
超音波出力による冬虫夏草子実体多糖類抽出率の変化を図 2-3 に示してい
る。溶媒が少ないほど、冬虫夏草子実体多糖類の抽出率が高いといった傾向
がみられた。この原因として、溶媒が過剰な場合、粒子間の空隙が多いため、
超音波による粒子の動きがより強くなり、サンプルに与えた超音波のエネル
ギーがより多くの運動エネルギーに変化することで、抽出促進効果は弱まる
と考えられる。また、溶媒が少ない場合、サンプル顆粒分布の密度差がより
激しく、超音波による移動促進がより顕著となり、超音波が溶媒を通過する
際に、消耗されるエネルギーもより少なくなるためと推察される[62-64]。 
2.3.2 応答曲面分析 
冬虫夏草子実体多糖類の抽出率に対応する方程式の確定 
 表 2-2 に示している通り、5 回の並行検査(各要素が全部 0 レベルである)を
含む 17 回の冬虫夏草子実体多糖類の抽出を行った。ANOVA 分析により、各
要素に基づく抽出率の方程式は下記通りである。 
XXXXX
XXXXXXXY
2
3
4-2
2
6-2
1
4-4-
-4-6-3-2
1025.61090.5-1081.8-1022.1
1075.3-1082.3-444.0-1080.61017.756.5
32
3121321

 
 (3)
 
 上記方程式に関する分散分析結果を表 2-3 に示した。相関係数が 0.9975 で
あったため、冬虫夏草子実体多糖類の抽出率が方程式 3 により推算できると
考えられる。調整相関係数と予測相関係数の差(R2Adj-R2Pred)は 0.0243 であり、
0.2 より小さく且つ変異係数(C.V.)は 1.2%であり、10%より小さい値であった
ため、上記方程式の信憑性が高いと考えられる。また、不適合度は 0.024 で
あり、純粋誤差に対しては顕著でなかったため、上記方程式は冬虫夏草子実
体多糖類の抽出過程を十分に解釈できると考えられる。最後に、高精度
(Adequate precision)は 58.660 であり、4 以上でなければならないといった基準
に合致した[65]。 
このため、上記超音波処理時間、超音波出力、溶媒量といった要素に基づ
く方程式は冬虫夏草子実体多糖類抽出率を検討する際に使用できると考えら
れる。 
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回帰係数の推定及びモデルの有意差分析 
 表 2-4により、モデル及び各要素が有意であるかどうかについて、F値及び
P値で判断した。F値と P値は小さいほど、モデル及び各要素は有意であると
考えられ、P 値は 0.001 以下の場合は有意であり、0.0001 以下の場合は非常に
有意であることを示す。特に要素の場合、2 乗因子の P 値(例えば X12の P 値)
は１乗因子の P 値(例えば X1の P 値)より、優先的に採用するといった基準が
ある。 
 モデルの P 値は 0.0001 以下であったため、モデル(方程式 3)自身は有意で
あると考えられる。更に、超音波処理時間、超音波出力及び溶媒量の P 値は
全て 0.0001 以下であったため、各要素は単独的に冬虫夏草子実体多糖類の抽
出率に対し、有意に影響していると考えられる。 
 一方、各要素の共同因子(X1X2、X1X3及び X2X3)の P 値は全て 0.01 以上であ
ったため、各要素の相互作用は冬虫夏草子実体多糖類の抽出率に対し、有意
に影響していないと考えられる。 
応答曲面 
 応答曲面は回帰係数のほかに、各要素の相互作用を直観的に示すものであ
り、回帰係数と一致するはずである。応答曲面の等高線の形により、各要素
互の相互作用は標的変量(本章の場合は冬虫夏草子実体多糖類の抽出率)に対
し、有意かどうかが表される。安定で緩やかな円形等高線の場合、相互作用
は有意でなく、無視しても構わないと表示する。一方、明らかな楕円形等高
線の場合、相互作用は有意であり、無視できないといったことを表示する[66]。 
 図 2-4 に、超音波処理時間及び超音波出力に関する曲面を示している。超
音波処理時間及び超音波出力が 10-38.53 min及び 90-604.61 Wといった範囲内
における増加とともに、冬虫夏草子実体多糖類の抽出率も上昇した。ただし、
超音波処理時間及び超音波出力の過剰増加により、冬虫夏草子実体多糖類の
抽出率は逆に減少した。 
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 図 2-5及び図 2-6により、溶媒量が固定値であれば、冬虫夏草子実体多糖類
の抽出率は 38.53 min 及び 604.61 W の場合に最大値に達することが確認され、
図 2-1 の結果に合致した。溶媒量の上昇とともに、冬虫夏草子実体多糖類の
抽出率は減少する一方であり、その結果は図 2-3 に合致した。ただし、懸濁
液を作製する際に、4 mL/g の溶媒量は最低限必要量であったため、4 mL/g 以
下の場合は検討出来なかった。 
 更に、図 2-4、図 2-5 及び図 2-6 により、曲面は緩やかであり、等高線は安
定している円形或いは円形の一部であるため、超音波処理時間、超音波出力
及び溶媒量といった 3 つの要素の相互作用は冬虫夏草子実体多糖類の抽出率
対し、有意に影響してはおらず、表 2-4 に合致することが明らかとなった[52]。 
最適条件の確立 
 Design-Expert(9、Stat-Ease, Inc.)といったソフトにより、理論上の冬虫夏草
子実体の多糖類抽出に対応する最適抽出条件は 38.53 minの超音波処理時間、
604.61 Wの超音波出力及び 4 mL/gであるように推測された。その最適条件に
より、冬虫夏草子実体多糖類の最高抽出率の予測値は 7.35%であった。 
 超音波細胞粉砕機の調節機能により、調節可能な最小時間単位は 1 min で
あったほか、超音波処理時間の単一要素分析結果により、最適時間未満の場
合、抽出率は低く、最適時間を超えた場合、抽出率は最高抽出率と近似した
ため、39 minが検証実験の超音波処理時間として採用された。 
 また、調節可能な最小超音波出力単位は最大値の 1%すなわち 9 W であっ
たため、最も近似する 603 Wが検証実験の超音波出力として採用された。 
 最後に、4 mL/g はピークの頂点ではなかったが、それ以下の量でサンプル
懸濁液が作製できなかったため、やむを得ず検証実験の溶媒量として採用し
た。 
 上記の最適条件により、冬虫夏草子実体多糖類の抽出を 3 回行った結果、
最高抽出率の実測値は 7.29 ± 0.07%であり、予測値に合致した。応答曲面分
析法で算出された方程式が冬虫夏草子実体多糖類の抽出率の解析に妥当であ
るといった知見を示唆するものである。 
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2.3.3 従来法との抽出率比較 
 表 2-5 に示した通り、熱水抽出法による冬虫夏草子実体多糖類の抽出率は
3.01 ± 0.10%であり、超音波破砕抽出法による冬虫夏草子実体多糖類の抽出率
は 7.29 ± 0.07%であった。以上のことから、熱水抽出法と比べて、超音波破
砕抽出法が抽出率を 142%向上させたことは明らかとなった。 
 また、熱水抽出法と比べて、超音波破砕抽出法が時間を 67.5%短縮し、溶
媒消費量を 86.7%節約し、消費電力を 63.4%節約したことは確認された。抽
出率及び抽出コストから、超音波破砕抽出法は優れている抽出法である。 
2.4 まとめ 
 本章により、冬虫夏草子実体多糖類に対する超音波破砕抽出条件が最適化
された。熱水抽出法と比べて、超音波破砕抽出法は抽出率を 142%向上させた
ため、冬虫夏草子実体多糖類に対してより効率的な抽出法であると考えられ
る。 
 更に、超音波破砕抽出法にて抽出率の向上、抽出時間の短縮、溶媒の節約、
エネルギーの節約といった利点が確認された。 
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表 2-1 単一要素分析の条件 
要素 (単位) 値 
超音波処理時間 (min) 3、6、9、12、15、18、21、24、27、30、33、36 
超音波出力 (W) 90、180、270、360、450、540、630、720、810 
溶媒量 (mL/g) 4、5、6、7、10、15、20、25、30、35、40 
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表 2-2 応答曲面分析条件(a)及び Box-Behnkenによる実験区結果(b) 
(a) 
要素 (単位) 記号 レベル 
-1 0 1 
超音波処理時間 (min) X1 10 30 50 
超音波出力 (W) X2 90 450 810 
溶媒量 (mL/g) X3 4 6 8 
(b) 
回数 X1 (min) X2 (W) X3 (mL/g) Y (%) 
1 0 0 0 6.41 
2 -1 1 0 5.75 
3 0 0 0 6.39 
4 0 1 -1 7.04 
5 1 0 1 5.52 
6 1 -1 0 4.77 
7 0 -1 1 3.96 
8 0 0 0 6.29 
9 -1 -1 0 4.10 
10 0 -1 -1 5.78 
11 0 0 0 6.32 
12 -1 0 -1 6.45 
13 1 1 0 6.31 
14 0 0 0 6.34 
15 0 1 1 5.57 
16 -1 0 1 4.98 
17 1 0 -1 7.05 
X1、 X2 、X3 及び Yは超音波処理時間、超音波出力、溶媒量及び抽出率を表示する。 
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表 2-3 各要素に基づく抽出率の方程式の分散分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
残留 0.034 7 4.875 10-3   
不適合度 0.024 3 8.108 10-3 3.31 0.1389 
純粋誤差 9.800 10-3 4 2.450 10-3   
R2 0.9975 
R2adj 0.9942 
R2pred 0.9699 
C.V.%  1.20 
Adequate precision 58.660 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


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表 2-4 回帰係数の推定及び二次方程式の有意差分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
Model 13.40 9 1.49 305.48 <0.0001 
X1 0.70 1 0.70 144.02 <0.0001 
X2 4.59 1 4.59 941.63 <0.0001 
X3 4.95 1 4.95 1014.46 <0.0001 
X1X2 3.025 10-3 1 3.025 10-3 0.62 0.4567 
X1X3 9.000 10-4 1 9.000 10-4 0.18 0.6804 
X2X3 0.031 1 0.031 6.28 0.0406 
X12 0.52 1 0.52 107.32 <0.0001 
X22 2.46 1 2.46 505.46 <0.0001 
X32 2.632 10-5 1 2.632 10-5 5.398 10-3 0.9435 
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表 2-5 超音波破砕抽出法と熱水抽出法の比較  
抽出法 超音波破砕抽出法 熱水抽出法 
抽出率の予測値 (%) 7.35 — 
抽出率の実測値 (%) 7.29 ± 0.07 3.01 ± 0.10 
装置出力 (W) 900 800 
消費電力 (kWh) 0.585 1.6 
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図 2-1 超音波処理時間に関する単一要素分析結果 
超音波出力及び溶媒量は 450 W及び 20 mL/g設定した。 
 
 
 
 
 
 
 
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
0 6 12 18 24 30 36
抽
出
率
(%
)
超音波処理時間 (min)
32 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-2 超音波出力に関する単一要素分析結果 
超音波処理時間及び溶媒量は 30 min及び 20 mL/gに設定した。 
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図 2-3 溶媒量に関する単一要素分析結果 
超音波処理時間及び超音波出力は 30 min及び 450 Wに設定した。 
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(b) 
 
図 2-4 超音波処理時間及び超音波出力に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
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(a) 
 
(b) 
 
図 2-5 超音波処理時間及び溶媒量に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
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(b) 
 
図 2-6 超音波出力及び溶媒量に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
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第 3章 冬虫夏草子実体より多糖類抽出法の比較 
3.1 はじめに 
 近年、超音波は天然物由来の各標的有効成分の抽出過程に広く応用されて
きた。先行研究によれば、超音波破砕抽出法には短処理時間、簡単な操作、
低溶媒消費、高抽出率などのメリットを有することが報告された。 
 一方、天然物由来の有効成分に基づき、超音波破砕抽出法の抽出率に関す
る比較研究はあったが、その有効成分の各生理活性は比較せずに測定される
ことが殆どであった。 
 このため、本章の研究は超音波破砕抽出法及び熱水抽出法により、冬虫夏
草子実体由来の多糖類の抗酸化活性(DPPH ラジカル消去活性、ABTS ラジカ
ル消去活性、水酸基ラジカル消去活性及び SOD 様活性)を測定した。更に、
免疫調節活性(マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性及び保護作用 )を
測定することで 2つの抽出法を比較した。 
3.2 材料及び方法 
3.2.1 素材及び試薬 
生理活性測定用サンプルの用意 
 冬虫夏草子実体粉末を用い、超音波破砕抽出法及び熱水抽出法によ
り、多糖類抽出を行った後、処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、
4 °C で遠心分離した。得られた上清を孔径 0.45 μm のフィルター
(NY013045、アズワン株式会社 )に通過させ、固形物を除去した。エタ
ノールの使用量を節約するために、抽出液を減圧濃縮した。その後、
濃縮された抽出液に対して 4 倍の体積に相当するエタノールを添加し、
多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  
 8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を分離
し、適量な蒸留水で再び溶解し、多糖類水溶液とした。この多糖類水
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溶液に 1/5 体積の SEVAGE 試薬(クロロホルム：ブタノール＝4：1)を
添加し、10 分間ほど攪拌させた後、有機相を除去し、水相を得た。水
相の各イオンを除去するために、超純水による透析を 72 時間ほど行っ
た。  
 透析した多糖類水溶液は減圧濃縮し、凍結乾燥した。得られた多糖
類は 4 °C で密封保存した。  
試薬 
MEM 細胞培地、DPPH、ABTS、ウシ胎仔血清(FBS)、リン酸緩衝生
理食塩水 (PBS)、トリクロロ酢酸 (TC(A)などは株式会社シグマ (神奈川、
日本 )より購入した。エタノールは和光純薬 (大阪、日本 )より、購入し
た。SOD キットは同仁化学分子テクノロジーズ株式会社(Dojindo Molecular 
Technologies, Inc.)より購入した。他の化学試薬は全て分析グレードのもの
を使用した。  
3.2.2 抗酸化活性の測定 
 生体の酸化的代謝により、フリーラジカルは常に生成している。生命活動
の衰弱により、フリーラジカルは DNA、タンパク質及び脂質膜を含む多くの
生体物質を損傷し、様々な疾患および障害の原因ともなる。このため、栄養
補助或いは特定の治療効果のある薬草、微生物及び真菌類に対するメカニズ
ム解明の研究分野において、抗酸化活性はすでに研究の焦点の一つとなって
きた。 
 多糖類は動物、植物及び微生物に多く発見され、抗腫瘍、抗がん、抗ウィ
ルス、抗凝固更に免疫活性などの生理活性を示すことが知られている。 
 近年、食用キノコ由来の多糖類が抗酸化活性を有することが多く報告され
てきた。本章により、冬虫夏草子実体由来の多糖類の抗酸化活性は比較研究
の評価基準の一つとして選択され、測定された。特に抗酸化活性結果を示す
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グラフの横軸に表示されている濃度は反応系中冬虫夏草子実体由来の多糖類
の濃度である。 
DPPHラジカル消去活性の測定 
 DPPHラジカル消去活性は Bloisが確立した方法[67]により、測定した。5 mg
の DPPH試薬を量りとり、99.5%エタノールにより、濃度が 25 mg/Lになるよ
うに調製した。測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が
10 mg/mL になるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃
度が 5、2.5、1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液
を調製した。 
 0.5 mL 上記各濃度のサンプル溶液に 3 mL の DPPH 標準液を添加し、十分
混ぜた上、室温暗所にて 30 分間変色反応した。水溶性ビタミン E(Trolox)を
陽性対照試薬として同様の変色反応を行った。サンプル溶液の代わりに等積
の蒸留水を DPPH 標準液と混ぜたものを空白対照区(サンプル無し)とした。
サンプル自身による吸光度の影響を排除するために、DPPH 標準液の代わり
に、等積の 99.5%エタノールを添加したサンプル対照区(試薬無し)も設定した。 
 十分反応した後、517 nm での吸光度を測定し、DPPH ラジカル消去活性を
方程式 4計算した。 
DPPH ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (B − C) A⁄ ｝ × 100        (4) 
その中、A、B 及び C はそれぞれ空白対照区、実験区或いは陽性対照区及
びサンプル対照区の吸光度を表す。 
ABTSラジカル消去活性の測定 
 ABTS 試薬を蒸留水で濃度が 7 mM になるように調整した。5 mL の ABTS
溶液を 88 μL の濃度が 2.45 mM である過硫酸カリウムと十分に混ぜ、室温暗
所で 12-16時間変色した後、標準液として室温暗所に保存されていた[68]。 
 使用する前、ABTS 標準液の 734 nm での吸光度が 0.7±0.02 になるように
99.5%エタノールによって希釈した。 
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 測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL に
なるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、
1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 
 0.15 mLの上記各濃度のサンプル溶液に 2.85 mLの ABTS標準液を添加し、
十分混ぜた上、室温暗所にて 10 分間変色反応した。水溶性ビタミン
E(Trolox)を陽性対照試薬として同様の変色反応を行った。サンプル溶液の代
わりに等積の蒸留水を ABTS 標準液と混ぜたものを空白対照区とした。サン
プル自身による吸光度の影響を排除するために、ABTS 標準液の代わりに、
等積の 99.5%エタノールを添加したサンプル対照区も設定した。 
 十分反応した後、734 nm での吸光度を測定し、方程式 5 により、ABTS ラ
ジカル消去活性を計算した。 
ABTS ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (A − B) C⁄ ｝ ×  100          (5) 
その中、A、B 及び C はそれぞれ実験区或いは陽性対照区、サンプル対照
区及び空白対照区の吸光度を表す。 
水酸基ラジカル消去活性の測定 
 水酸基ラジカル消去活性は論文に掲載された方法により、測定した[69]。水
酸基ラジカルは硫酸鉄(II)と過酸化水素の反応により生成され、水酸基サリチ
レートにより定量的に検出される。 
 試薬として、硫酸鉄(II)、過酸化水素及びサリチル酸ナトリウムを濃度が
1.5 mM、6 mM、20 mMになるように調製した。 
 測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL に
なるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、
1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 
 2 mLの上記各濃度のサンプル溶液に 1 mLの硫酸鉄(II)溶液、0.7 mLの過酸
化水素溶液及び 0.3 mLのサリチル酸ナトリウム溶液を添加し、十分混ぜた上、
37 °C で 1 時間の変色反応をした。水溶性ビタミン E(Trolox)を陽性対照試薬
として同様の変色反応を行った。サンプル溶液の代わりに等積の蒸留水を各
試薬と混ぜたものを空白対照区とした。サンプル自身による吸光度の影響を
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排除するために、サリチル酸ナトリウム溶液の代わりに、等積の蒸留水を添
加したサンプル対照区も設定した。 
 十分反応した後、562 nm での吸光度を量り、方程式 6 により、水酸基ラジ
カル消去活性を計算した。 
水酸基ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (A − B) C⁄ ｝ ×  100         (6) 
その中、A、B 及び C はそれぞれ実験区或いは陽性対照区、サンプル対照
区及び空白対照区の吸光度を表す。 
SOD様活性の測定 
 スーパーオキシドディスムターゼ(SOD)は細胞内に発生した活性酸素を分
解する酵素である。酸素消費量に対する SOD の活性の強さは、寿命に関係す
ると言われる。体重に対して消費する酸素の量が多い動物種ほど寿命が短く
なるはずといった理論に基づき、SOD が活性酸素を分解することが、寿命延
長に関与していると考えられている。動物の中でも霊長類、特にヒトは SOD
の活性が際立って高いため、ヒトが長寿である原因のひとつとされている。 
 SOD 活性の測定方法により、他の物質の SOD に類似する活性酸素を分解
する能力の強さは測定される。そういった活性は SOD様活性といった[70]。ス
ーパーオキシドディスムターゼでなく、SOD 様活性を持っている物質が食品
や医薬品といったより広い分野で応用するためには更なる検討が必要である
と考えられる。本章では、冬虫夏草子実体由来の多糖類の SOD 様活性を評価
することにした。 
 SOD 様活性は SOD キットにより、簡易的に測定した。測定する前に、
各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL になるように調製し
た。更に、2倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、1.25、0.625、0.313及
び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 
 96 ウェルプレートはまずサンプル(サンプル溶液及び陽性対照試薬用ウェ
ル)、ブランク 1、ブランク 2 及びブランク 3 のようにゾーニングする。WST
溶液と緩衝液は 1：19の割合で混合して調製したものを WSTワーキング溶液
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と言う。15 μL の酵素溶液を 2.5 mL の希釈液で希釈したものを酵素ワーキ
ング溶液といった。 
 反応系及び手順は下記の通りであった。 
ステップ 1：各サンプル及びブランク 2ウェルに、各濃度サンプル溶液或
いは陽性対照溶液を 20 μL ずつ添加した。各ブランク 1 及びブランク 3
ウェルに、蒸留水を 20 μL ずつ添加した。  
ステップ 2：全てのウェルに WST ワーキング溶液を 200 μL ずつ添加し、
十分に混ぜた。 
ステップ 3：各ブランク 2及びブランク 3ウェルに、希釈液を 20 μL ずつ
添加した。  
ステップ 4：各サンプル及びブランク 1ウェルに、酵素ワーキング溶液を
20 μL ずつ添加し、完全に攪拌した。  
ステップ 5：37 °C で 20 分間変色反応させた。 
最終的には反応した 96 ウェルプレートの 450 nm での吸光度を測定し、方
程式 7により、SOD様活性を計算した。 
SOD 様活性 (%) = ｛(B − D) − (A − C)｝ (B − D)⁄ ×  100            (7) 
その中、A、B 、C及び Dはそれぞれサンプル、ブランク 1、ブランク 2及
びブランク 3の吸光度を表示している。 
3.2.3 免疫調節活性の検討 
 マクロファージ細胞(Macrophage)は白血球の 1 種である。生体内をアメー
バ様運動する遊走性の食細胞であり、死んだ細胞やその破片、体内に生じた
変性物質や侵入した細菌などの異物を捕食して消化し、清掃の役割を果たす。
とくに、外傷や炎症の際に活発である。また、抗原提示細胞でもある。免疫
系の一部を担い、免疫機能の中心的役割を担っている。 
具体的に、マクロファージ細胞は血液中の白血球の 5%を占める単核白血球
から分化した細胞である。造血幹細胞から分化した単核白血球は骨髄で成熟
し、血液に入ると炎症の化学仲介に関わる。単核白血球は約 2 日間血中に存
在した後、血管壁を通り抜けて組織内に入り、マクロファージ細胞になる。
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組織に入ると、マクロファージ細胞は細胞内にリソソームをはじめとした顆
粒を増やし、消化酵素を蓄積する。マクロファージ細胞は分裂によっても増
殖することができ、寿命は数ヶ月である。 
 マクロファージ細胞の免疫機能は活性化、増殖および抗原への攻撃により
果たされている。まずマクロファージ細胞は T 細胞の生産するサイトカイン
を受け取ることにより活性する。サイトカインとは抗原と接触した T 細胞及
び一部の他の白血球が生産する物質であり、主な標的はマクロファージ細胞
である。サイトカインは様々なタンパク質より構成され、大食細胞起動要素、
大食細胞遊走阻止因子、免疫複合物、様々なペプチド、多糖類、免疫補助物
質等が存在存在している。ある種類のサイトカインは単球の成熟を促進し、
マクロファージ細胞を増殖させ、食作用を活性化する。また、マクロファー
ジ細胞を集め、抗原を攻撃させる。これらの働きにより炎症反応が強くなる。 
 マウスマクロファージ細胞は上記の特徴および機能を有するため、免疫機
能の代表的な細胞の一種である。本節では、マウスマクロファージ細胞株
RAW264.7 をモデルとして選択し、冬虫夏草子実体由来の多糖類の免疫調節
活性を検討した。 
マウスマクロファージ細胞の培養 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 は理研細胞バンク(筑波、日本)よ
り、購入した。10％ウシ胎仔血清を含む MEM細胞培地に基づき、100 U/mL
のペニシリンおよび 100 μg/mL のストレプトマイシンを添加した上、二酸化
炭素濃度が 5%である細胞培養装置(ESPEC CO2 Incubator)により、37 °C で培
養していた[4]。細胞の成長状態により、対数期に達するまで、48-72 時間の培
養が必要であると予測される。 
マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性の検討 
  細胞毒性(Cytotoxicity)とは、細胞に対して死、もしくは機能障害や増殖
阻害の影響を与える物質や物理作用などの性質をいう。細胞毒性の要因とし
ては、細胞を形作る物質や構造の破壊、細胞の生存に必須な活動(呼吸、基本
44 
 
的代謝、DNA 複製、転写、翻訳等)の阻害、細胞周期や細胞内シグナル伝達
への影響など、様々なものが考えられる[71-73]。 
細胞毒性試験とは、体内組織や血液に直接触れる医療機器の安全性試験に
必須とされる他、医薬品等の安全性試験でも遺伝毒性試験などの補助的試験
として用いられている。個体および器官レベルの毒性は必ずしも細胞毒性に
由来のするものとは限らないが、細胞毒性は潜在的に個体および器官レベル
の毒性につながる可能性がある。ADME(薬品などの吸収、分布、代謝および
排出)による毒性につながらないことも多く、逆に代謝産物が細胞毒性を示す
こともある。このため、培養細胞による細胞毒性試験を毒性の初期スクリー
ニングまたは動物実験の代替法として用いることも試みられている。皮膚な
どに対する刺激性に関しては、培養細胞から作った皮膚モデルにおける細胞
毒性との高い関連性が示されており、特に化粧品に関しては動物実験が行わ
れにくいといった近年の社会状況或いは規制もあるため、皮膚モデル細胞毒
性試験がよく用いられている。 
一方、細胞毒性は細胞の種類により大きく異なることがある。特に抗癌剤
は癌細胞に対して選択的に細胞毒性を示し、正常細胞にはなるべく細胞毒性
を示さないことが求められるため、初期スクリーニングとして細胞毒性試験
が用いられる。 
本研究の最大の目標は、冬虫夏草子実体および霊芝菌糸体発酵物を機能性
食品のみならず補助医薬品とすることであるため、細胞毒性の有無の検討は
重要である。 
培地に最終濃度が 10 μg/mL 及び 40 μg/mL になるように超音波破砕抽出法
及び熱水抽出法による冬虫夏草子実体由来の多糖類を添加した。また、冬虫
夏草子実体由来の多糖類の代わりに等積の MEM 細胞培地を添加した対照区
(多糖類無し)を設定した。対数期に達したマウスマクロファージ細胞を上記
のように作製した培地に移し、24時間の培養を行った。 
 培養した後、570 nm での吸光度を測定し、マウスマクロファージ細胞の細
胞数を算出した。対照区の細胞数を 100%として各区の細胞数を算出した。 
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マウスマクロファージ細胞に対する保護作用の検討 
 現在、各種の腫瘍、特に癌は世界で増加傾向にある。末期癌以外の場合、
基本的に切除手術を受けた上、補助治療および再発予防治療を受けることが
推奨される。このため、補助治療法である放射線療法および化学療法がよく
利用されている。 
 ただし、使用されている殆どの放射線および化学品はがん細胞に対する殺
傷効果を示すのみならず、免疫細胞を含む正常な生体細胞に対しても殺傷効
果を示すことが問題点としてあげられる。 
 本研究は冬虫夏草子実体および霊芝菌糸体発酵物が癌治療期の患者に対す
る補助食品となる価値があるかどうかを検討し、その可能性を探求する。も
し冬虫夏草子実体および霊芝菌糸体発酵物の摂取により、放射線および化学
品によって引き起こされる免疫細胞に対する殺傷効果が軽減できれば、補助
食品としての価値が高いと考えられる。 
ドキソルビシン(Dox)は抗悪性腫瘍剤(抗がん剤)の一種であり、1967 年にイ
タリアの Farmitalia 研究所の Arcamone らにより、Streptomyces peucetius var. 
caesius の培養濾液中から発見されたアントラサイクリン系の抗腫瘍性抗生物
質である[74]。悪性リンパ腫(細網肉腫、リンパ肉腫、ホジキン病)、肺癌、消
化器癌(胃癌、胆嚢・胆管癌、膵臓癌、肝癌、結腸・直腸癌等)、乳癌、膀胱
腫瘍、骨肉腫に対する治療効果を有すると考えられ、臨床治療によく使用さ
れている[75-78]。 
メカニズムとして、ドキソルビシンは腫瘍細胞の DNA の塩基対間に挿入
し、DNA ポリメラーゼ、RNA ポリメラーゼ及びトポイソメラーゼ II による
反応を阻害し、DNA、RNA 両方の合成を抑制することにより、抗腫瘍効果を
示すことが考えられる。同様な阻害現象は正常な生体細胞にもあると思われ
る。 
本節では、ドキソルビシンを用い、マウスマクロファージ細胞に対する殺
傷効果を確認した。その後、抽出された多糖類及びドキソルビシンを同時に
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投与した場合のマウスマクロファージ細胞数によって保護作用の有無に関す
る検討した。 
対数期に達したマウスマクロファージ細胞に、培地に最終濃度が 5.00 
μmol/Lになるように、ドキソルビシンを添加した。 
そして、超音波破砕抽出法による冬虫夏草子実体由来の多糖類、熱水抽出
法による冬虫夏草子実体由来の多糖類及び等積の MEM 細胞培地を添加した
実験区を設定し、24 時間の培養を行った。ドキソルビシン及び MEM 細胞培
地を添加したマウスマクロファージ細胞は対照区とした。ドキソルビシン及
び冬虫夏草子実体由来の多糖類の代わりに等積の MEM 細胞培地を添加した
マウスマクロファージ細胞は陰性対照区とした。 
培養後、570 nm での吸光度を量り、マウスマクロファージ細胞の生存率を
計算した。陰性対照区の細胞数を 100%として各区の細胞数を算出する。 
3.2.4 統計解析 
すべての実験は 3 回実施し、データは平均値及び標準偏差値で表した。統
計解析は IBM の統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 19.0 で行った。P 値が
0.01より小さい場合に限り、統計学的に有意とみなした。 
3.3 結果及び考察 
3.3.1 抗酸化活性 
図 3-1 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の DPPH ラジカル消去活性
を示している。冬虫夏草子実体由来の多糖類の濃度が低い場合、DPPH ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 0.357 mg/mL 以
上で 90%以上といった活性を示した。以上の結果より、明らかな濃度依存性
が確認された。 
低濃度の場合、超音波破砕抽出法の多糖類の DPPH ラジカル消去活性は熱
水抽出法の多糖類より、わずかに低かったが、高濃度の場合、僅かに高い傾
向がみられた。 
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図 3-2 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の ABTS ラジカル消去活性
を示している。冬虫夏草子実体由来の多糖類の濃度が低い場合、ABTS ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに強くなり、濃度が 0.125 mg/mL で
95%の最高消去率がみられた。それ以上になると、消去率は逆に少々低下し
た。その原因として、濃度が高すぎる場合、変色反応の際に余剰の多糖類が
溶媒であるエタノールによって沈殿したことにより、沈殿物が吸光度に影響
を及ぼしたと考えられる。 
 低濃度の場合、超音波破砕抽出法の多糖類の ABTS ラジカル消去活性は熱
水抽出法の多糖類より、わずかに低かったが、高濃度の場合は同程度の活性
が見られた。 
図 3-3 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の水酸基ラジカル消去活性
を示している。冬虫夏草子実体由来の多糖類の濃度が低い場合、水酸基ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 0.63 mg/mL以上
になると、97%以上の高消去率に達した。このため、明らかな濃度依存性が
みられた。 
総合的に解析した結果、超音波破砕抽出法の多糖類と熱水抽出法の多糖類
の水酸基ラジカル消去活性は同程度であると考えられる。特に、濃度が 0.63 
mg/mL 以上である場合、2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の水酸基ラジ
カル消去活性は水溶性ビタミン Eより高かった。 
図 3-4 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の SOD 様活性を示している。
超音波破砕抽出法の多糖類の活性は熱水抽出法の多糖類より低かったが、
SOD 様活性は多糖類の濃度上昇とともに高くなる傾向が確認され、濃度が
0.833 mg/mL で 70%以上の SOD 様活性がみられたことから、明らかな濃度依
存性がみられた。Shi らの論文[1]により、濃度が 2.5 mg/mLの場合、エノキタ
ケ由来の多糖類の SOD様活性は 30%未満であったため、冬虫夏草子実体由来
の多糖類はそれより高い SOD活性を持っていると考えられる。 
上記のとおり、冬虫夏草子実体由来の多糖類は高い抗酸化活性を示し、抗
酸化作用を有する食品として利用する可能性が見られた。 
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3.3.2 免疫調節活性 
マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性 
 図 3-5 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類のマウスマクロファージ細
胞に対する細胞毒性試験の結果を示している。2 種類の冬虫夏草子実体由来
の多糖類を添加した組のマウスマクロファージ細胞生存率は 100%に極めて近
い値を示し、顕著な差が見られなかった。また、投与量の増加した場合にも
細胞毒性は確認されなかった。 
このため、冬虫夏草子実体由来の多糖類はマウスマクロファージ細胞に対
する細胞毒性がなく、機能性食品或いは医療での活用としても利用可能であ
ると考えられる。 
マウスマクロファージ細胞に対する保護作用 
 図 3-6 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類を使用したマウスマクロフ
ァージ細胞に対する保護作用の結果を示している。 
 陰性対照区のマウスマクロファージ細胞数を 100%とすると、対照区のマウ
スマクロファージ細胞数は 52.5%となり、約半分のマウスマクロファージ細
胞はドキソルビシンの毒性により、増殖が抑制されたと考えられる。 
 ドキソルビシンに加えて 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類を同時に添
加した場合、マウスマクロファージ細胞の細胞数は 100%に極めて近い値をし
めし、顕著な差は見られなかった。 
また、濃度が非常に低い場合(10 μg/mL)においても、十分な保護作用がみ
られ、少量摂取に際しても、その効果は十分あると推察される。 
メカニズムとしては、多糖類がマクロファージ細胞の Toll様受容体 2、Toll
様受容体 4 及びデクチン-1 を経由した MAPKs 及び NF-κB 伝達経路を介して
マクロファージ細胞を活性化することである[79-81]。 
以上のことから、冬虫夏草子実体由来の多糖類は、マウスマクロファージ
細胞に対する保護作用を有し、抗がん治療を受診する患者における回復期補
助食品としての利用価値があると予想された。 
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3.4 まとめ 
 本章により、超音波破砕抽出法は従来法と比べ、冬虫夏草子実体由来の多
糖類の各生理活性を保持することが確認できた。第 2 章の結果と合わせると、
超音波破砕抽出法は冬虫夏草子実体に対してより優れている多糖類抽出法で
あると考えられる。 
更に、冬虫夏草子実体由来の多糖類は高い抗酸化活性およびマウスマクロ
ファージ細胞に対する顕著な保護作用を示しながら、細胞毒性を示してなか
ったため、抗酸化作用を有する食品及び癌治療回復期の補助治療食品とする
可能性があると予想される。 
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図 3-1 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の DPPHラジカル消去活性 
UAEP 及び HWEP は超音波破砕抽出法により抽出された多糖類および熱水抽出法に
より抽出された多糖類を表示した。 
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図 3-2 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の ABTSラジカル消去活性 
UAEP 及び HWEP は超音波破砕抽出法により抽出された多糖類および熱水抽出法に
より抽出された多糖類を表示した。 
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図 3-3 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の水酸基ラジカル消去活性 
UAEP 及び HWEP は超音波破砕抽出法により抽出された多糖類および熱水抽出法に
より抽出された多糖類を表示した。 
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図 3-4 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の SOD様活性 
UAEP 及び HWEP は超音波破砕抽出法により抽出された多糖類および熱水抽出法に
より抽出された多糖類を表示した。 
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図 3-5 2種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類におけるマウスマクロファージ細
胞に対する細胞毒性 
Control、UAEP 及び HWEP は対照区、超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の
多糖類を表示した。 
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図 3-6 2種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類におけるマウスマクロファージ細
胞に対する保護作用 
Control、Dox、UAEP 及び HWEP は陰性対照区、対照区(ドキソルビシン添加組)、超
音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表示した。 
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第 4章 霊芝菌糸体発酵物に対する最超音波破砕抽出 
4.1 はじめに 
 本研究室では、冬虫夏草以外に、オカラを基質とした霊芝菌糸体培養技術
を開発できた。しかし、霊芝菌糸体発酵物から、主な有効成分である多
糖類を抽出する際に、熱水抽出法が選択されていた [ 2、3、6 ]。長時間、
高溶媒消費および低抽出率といったデメリットがあり、得られる有効
成分が少ないため、霊芝菌糸体発酵物やオカラの利用効率は低いと考
えられる。このため、霊芝菌糸体発酵物を研究素材の一つとして選択
し、多糖類を研究対象とした  
本章では、より多くの有効成分を抽出することが可能な超音波を用
いた抽出法において各条件の最適化を行った。最適化に用いられた分
析法は応答曲面分析法であった。また、超音波を使用した抽出法を示
した報告 [ 4]に基づき、本章の抽出法の結果と比較した。更に、報告に
記載された超音波を使用した抽出法及び本研究で確立された超音波破
砕抽出法はそれぞれ「低出力超音波抽出法」及び「最適化された超音
波破砕抽出法」にした。  
4.2 材料及び方法 
4.2.1 素材及び試薬 
霊芝菌糸体発酵物 
 霊芝菌株 NBRC31863 は独立行政法人製品評価技術基盤機構により
購入した。この菌株はジャガイモ -スクロース寒天培地 (PS(A)の上で、
4 °C で保存されていた。保存株の霊芝菌は、ジャガイモ-スクロース寒
天培地を用いて 25 °C で約 1 週間培養した。  
 その後、100 g に 0.2 g の酵母エキス、0.8 g のマルトース、2 g のス
クロース、0.5 g のフルクトース、0.1 g のリン酸二水素カリウムおよび
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0.1 g の硫酸マグネシウムを含有する液体培地を調製した。そして、ジ
ャガイモ-スクロース寒天培地に増殖した霊芝菌糸を辺の長さが 0.5 cm
である正方形に切り、100 mL 液体培地当たり 10 個程接種し、緩やか
に撹拌しながら液体培養を 5 日間行った。  
 最後に、固体培地 (オカラ :スクロール=10:1)に培養した霊芝菌液を
10 g 当たり 1 mL 程接種し、28 °C の暗所で 20 日間培養した。  
試薬 
エタノール、フェノール、D-グルコース、濃硫酸、酵母エキス、マ
ルトース、スクロース、フルクトース、りん酸二水素カリウムおよび
硫酸マグネシウムは和光純薬(大阪、日本)より、購入した。全ての化学
試薬は分析グレードのものを用いた。  
4.2.2 装置 
超音波細胞破砕機(JY92 - IIDN)は杭州 Chincan 貿易有限公司(杭州、
中国)より、購入した。超音波 (周波数は 20 kHz に設定しておいた)の最
大出力は 900 W であり、1%から 99%まで 1%ごとに調整できる。反応
系の温度は、温度警報システムにより、50 °C 以下に制御した。  
4.2.3 霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出 
サンプルの用意 
 霊芝菌糸体発酵物は、40 °C で 2 日間乾燥し、粒径 150 μm までに粉砕
した。その後、単糖類、脂質などを除去するために、サンプル粉末は 1 
g あたり 5 mL の 80%エタノールで還流した(質量の損失率は 3%未満で
あった)。濾過及び洗浄を繰り返した残渣は 40 °C で再び乾燥した。乾
燥後、サンプルを粒径 150 μm までに再度粉砕し、最終的には 4 °C で
保存した。  
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最適化された超音波破砕抽出法の多糖類抽出 
 最適化された超音波破砕抽出法により、霊芝菌糸体発酵物からの多糖類抽
出は、第 2章(2.2.3.2)に記述された流れに従って行った。 
低出力超音波破砕抽出法の多糖類抽出 
 既往論文[ 4 ]により、超音波処理時間が 30 min であり、超音波出力が 80 W、
抽出温度は 80 °C、溶媒量は 10 mL/gである低出力超音波破砕抽出法を採用し
た。 
 サンプル粉末を上記溶媒量に従い、蒸留水に混合し懸濁液にした後、
上記の特定条件である超音波で処理し、80 °C で 30 分間抽出した。  
 抽出液は 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を孔径
0.45 μm のフィルター (NY013045、アズワン株式会社 )に通過させ、固
形物を除去した。更に、1 mL の抽出液に 4 mL の 99.5%エタノールを
添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  
 8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を分離
し、10 mL 蒸留水で再び溶解することで多糖類水溶液とした。  
熱水抽出法の多糖類抽出 
熱水抽出法による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出は第 2章(2.2.3.3.)に記述さ
れた流れに従い、行われた。 
抽出率の計算 
 霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率は第 2章に記述された方法に従い、方程
式 1 により算出した。  
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4.2.4 応答曲面分析 
単一要素分析 
 第 2 章と同様、超音波処理時間、超音波出力及び溶媒量といった 3 つ
の要素が分析対象として選択された。選定した範囲内で変化する各要
素に対応する抽出率によって検討した後、最適値を応答曲面分析に使
用する。  
応答曲面分析 
第 2 章に記述された応答曲面分析法(2.2.4.2)の流れに従い、霊芝菌糸体発
酵物多糖類に対する超音波破砕抽出法の条件が最適化された。理論値に最も
近い条件で検証実験を行った上、最適化の信憑性を確認する。 
4.2.5 従来法との抽出率比較 
 従来法である熱水抽出法による霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を測定し
た後、最適超音波破砕抽出条件による霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率と比
較し、より優れている抽出法を確定する。 
4.2.6 統計解析 
すべての実験は 3 回実施し、データは平均値及び標準偏差値で表した。統
計解析は IBM の統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 19.0 で行った。P 値が
0.01より小さい場合に限り、統計学的に有意とみなした。 
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4.3 結果及び考察 
4.3.1 単一要素分析 
超音波処理時間 
 単一要素分析において 6、12、18、24、30、36、42 及び 48 min といった超
音波処理時間における霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設
定された条件は 450 Wの超音波出力及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
 超音波処理時間による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の変化を図 4-1 に示
した。 
 抽出率は最初に超音波処理時間の延長とともに上昇し、36 min で最大値に
達した。時間がそれ以上長くなると、抽出率が少々減少した。この原因は超
音波の過剰処理とともなう高温による多糖類の構造破壊であると考えられる。 
超音波出力 
 単一要素分析において 150、300、450、600、750 及び 900 W といった超音
波出力における霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設定され
た条件は 36 minの超音波処理時間及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
超音波出力による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の変化を図 4-2 に示した。 
 抽出率は最初に超音波出力の増加とともに上昇し、450 W で最大値に達し
た。超音波出力がそれ以上増加した場合、抽出率が少々降下した現象はみら
れた。以上のことより、出力の強い超音波で生じた高温により、一部の多糖
類は分解したと考えられる。 
溶媒量 
 単一要素分析において 5、7.5、10、15、20 及び 25 mL/g といった溶媒量に
おける霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設定された条件は
36 minの超音波処理時間及び 450 Wの超音波出力であった。 
超音波出力による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の変化は図 4-3 に示した。 
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抽出率は最初に超音波出力の増加とともに上昇し、10 mL/g で最大値に達
した。溶媒量が 10 mL/g 以上になると、抽出率が明らかに降下した。この原
因として、溶媒が不足な場合、粒子の密度が高いため、単位粒子に受ける超
音波の照射量が少ない。溶媒が過剰な場合、粒子間の空隙が多いため、超音
波による粒子の動きはより激しいため、サンプルに与えた超音波のエネルギ
ーがより多く運動エネルギーに変化することで、抽出促進効果は弱まると考
えられる。 
4.3.2 応答曲面分析 
霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率に対する方程式の確定 
 表 4-2 に示した通り、5 回の平行検査(各要素が全部 0 レベルである)を含む
17 回の霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出が行われた。ANOVA 分析により、各
要素に基づく抽出率の方程式は下記通りである。 
XXXXX
XXXXXXXY
2
3
2-2
2
5-2
1
3-5-
-3-5-2
1077.1-1080.1-1039.2-1089.1
-1057.1108.341.01064.117.036.0-
32
3121321


   (8)
 
 上記方程式に関する分散分析結果は表 4-3 に示した。相関係数が 0.9836 で
あったため、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率が方程式 8 に適合すると考え
られる。調整相関係数と予測相関係数の差(R2Adj-R2Pred)は 0.0868 であり、0.2
より小さく且つ変異係数(C.V.)は 2.88%であり、10%より小さい値であったた
め、上記方程式の信憑性が高いと考えられる。また、不適合度は 0.17 であり、
純粋誤差に対しては顕著でなかったため、上記方程式は霊芝菌糸体発酵物多
糖類抽出過程を十分に解釈できると考えられる。最後に、高精度(Adequate 
precision)は 17.419 であり、4 以上でなければならないといった基準に合致し
た。 
このため、上記超音波処理時間、超音波出力、溶媒量といった要素に基づ
く方程式は霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の検討に使用できると考えられる。 
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回帰係数の推定及びモデルの有意差分析 
 表 2-4により、モデル及び各要素が有意であるかどうかについて、F値及び
P値で判断した。 
 モデルの P 値は 0.0001 以下であったため、モデル(方程式 8)自身は有意で
あると考えられる。更に、超音波処理時間の P 値は 0.0002 であり、0.001 よ
り低く、超音波出力 2 乗及び溶媒量 2 乗の P 値は 0.0001 以下であったため、
各要素は単独的に霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率に対し、有意に影響してい
ると考えられる。 
 一方、各要素の共同因子(X1X2、X1X3 及び X2X3)は全て 0.01 以上であったた
め、各要素の相互作用は霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率に対し、有意に影響
していないと考えられる。 
応答曲面 
 図 4-4 に、超音波処理時間及び超音波出力に関する曲面を示した。超音波
処理時間及び超音波出力が 10-43.72 min及び 150-496.90 Wといった範囲内に
おける増加とともに、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率も上昇した。ただし、
超音波処理時間及び超音波出力の過剰増加により、霊芝菌糸体発酵物多糖類
の抽出率は逆に減少した。 
図 4-5 に、超音波処理時間及び溶媒量に関する曲面を示した。超音波処理
時間及び溶媒量が 10-43.72 min 及び 5-13.21 mL/g といった範囲内における増
加とともに、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率も上昇した。ただし、超音波
処理時間及び溶媒量の過剰増加により、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率は
逆に減少した。 
 図 4-6 に、超音波出力及び溶媒量に関する曲面を示した。超音波出力及び
溶媒量が 150-496.90 W及び 5-13.21 mL/gといった範囲内における増加ととも
に、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率も上昇した。ただし、超音波処理時間
及び溶媒量の過剰増加により、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率は逆に減少
した。 
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 更に、図 4-4、図 4-5 及び図 4-6 により、曲面は緩やかであり、等高線は安
定している円形であるため、超音波処理時間、超音波出力及び溶媒量といっ
た 3 つの要素の相互作用は霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率に対し、有意に
影響してはおらず、表 4-4に合致した。 
最適条件の確立 
 Design-Expert により、理論上の霊芝菌糸体発酵物の多糖類抽出に対応する
最適抽出条件は 43.72 min の超音波処理時間、496.90 W の超音波出力及び
13.21 mL/g であると推測された[82]。その最適条件により、霊芝菌糸体発酵物
多糖類の最高抽出率の予測値は 10.13%であった。 
 超音波細胞粉砕機の調節機能により、調節可能な最小時間単位は 1 min で
あったため、44 minが検証実験の超音波処理時間として採用された。 
 また、調節可能な最小超音波出力単位は最大値の 1%すなわち 9 W であっ
たため、最も近似する 495 Wが検証実験の超音波出力として採用された。 
 最後に、13.21 mL/gを検証実験の溶媒量として採用した。 
 上記の最適条件により、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出を 3 回行った結果、
最高抽出率の実測値は 10.01 ± 0.08%であり、予測値に合致した。応答曲面分
析法で算出された方程式が霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率の解析に妥当で
あるといった知見を示唆するものである。 
4.3.3 従来法との抽出率比較 
 表 4-5 に示した通り、低出力超音波破砕抽出法および熱水抽出法による霊
芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率は 8.90 ± 0.29%および 7.19 ± 0.01%であり、最
適化された超音波破砕抽出法による霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率は 10.01 
± 0.08%であった。 
 以上のことから、低出力超音波破砕抽出法および熱水抽出法と比べて、最
適化された超音波破砕抽出法の抽出率はそれぞれ 12.5%及び 39.3%ほど高か
った。抽出率の点から考えると、霊芝菌糸体発酵物多糖類に対し、最適化さ
れた超音波破砕抽出法はより優れている抽出法であると考えられる。 
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4.4 まとめ 
 本章により、霊芝菌糸体発酵物多糖類に対する超音波破砕抽出条件が最適
化された。低出力超音波破砕抽出法および熱水抽出法と比べ、抽出率を向上
させたため、最適化された超音波破砕抽出法は霊芝菌糸体発酵物多糖類に対
してより効率的な抽出法であると考えられる。 
 更に、超音波破砕抽出法に抽出率の向上、抽出時間の短縮、溶媒の節約と
いった利点が確認された。 
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表 4-1単一要素分析の条件 
要素 (単位) 値 
超音波処理時間 (min) 6、12、18、24、30、36、42、48 
超音波出力 (W) 150、300、450、600、750、900 
溶媒量 (mL/g) 5、7.5、10、15、20、25 
 
 
 
、 
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表 4-1 応答曲面分析条件(a)及び Box-Behnken による実験区結果(b) 
(a) 
要素(単位) 記号 レベル 
-1 0 1 
超音波処理時間 (min) X1 18 36 54 
超音波出力 (W) X2 150 450 750 
溶媒量 (mL/g) X3 5 12.5 20 
(b) 
回数 X1 (min) X2 (W) X3 (mL/g) Y (%) 
1 0 0 0 9.86 
2 1 1 0 9.00 
3 0 0 0 9.93 
4 -1 0 1 7.49 
5 1 -1 0 7.49 
6 -1 -1 0 6.56 
7 0 0 0 10.28 
8 0 0 0 9.63 
9 0 1 1 7.75 
10 0 0 0 10.10 
11 0 -1 -1 6.86 
12 0 -1 1 7.24 
13 -1 1 0 7.24 
14 1 0 1 9.01 
15 1 0 -1 8.47 
16 -1 0 -1 7.79 
17 0 1 -1 7.54 
X1、 X2 、X3 及び Yは超音波処理時間、超音波出力、溶媒量及び抽出率を表示する。 
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表 4-2 各要素に基づく抽出率の方程式の分散分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
残留 0.41 7 0.058   
不適合度 0.17 3 0.056 0.95 0.4953 
純粋誤差 0.24 4 0.059   
R2 0.9836 
R2adj 0.9626 
R2pred 0.8758 
C.V.%  2.88 
Adequate precision 17.419 
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表 4-3 回帰係数の推定及び二次方程式の有意差分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
Model 24.40 9 2.71 46.70 <0.0001 
X1 3.00 1 3.00 51.59 0.0002 
X2 1.42 1 1.42 24.51 0.0017 
X3 0.085 1 0.085 1.47 0.2654 
X1X2 0.17 1 0.17 2.94 0.1299 
X1X3 0.18 1 0.18 3.08 0.1224 
X2X3 7.232×10-3 1 7.232×10-3 0.12 0.7345 
X12 2.53 1 2.53 43.58 0.0003 
X22 11.01 1 11.01 189.62 <0.0001 
X32 4.19 1 4.19 72.12 <0.0001 
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表 4-4 3 種類の抽出法における比較  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
抽出法 最適化された超音
波破砕抽出法 
低出力超音波破砕
抽出法 
熱水抽出法 
抽出率の予測値 (%) 10.131 — — 
抽出率の実測値 (%) 10.011 ± 0.075 8.898 ± 0.285 7.189 ± 0.012 
装置出力 (W) 900W 900W 800W 
消費電力 (kWh) 0.66 0.45 1.6 
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図 4-1 超音波処理時間に関する単一要素分析結果 
超音波処理時間及び溶媒量は 30 min及び 20 mL/gに設定した。 
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図 4-2 超音波出力に関する単一要素分析結果 
超音波処理時間及び溶媒量は 36 min及び 20 mL/gに設定した。 
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図 4-3 溶媒量に関する単一要素分析結果 
超音波処理時間及び超音波出力は 36 min及び 450 Wに設定した。 
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図 4-4 超音波処理時間及び超音波出力に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
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(a) 
 
(b) 
 
図 4-5 超音波処理時間及び溶媒量に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
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(b) 
 
図 4-6 超音波出力及び溶媒量に関する 3D(a)及び 2D(b)グラフ 
 
76 
 
第 5章 霊芝菌糸体発酵物に対する各抽出法の比較 
5.1 はじめに 
 近年、超音波は天然物由来の各標的有効成分の抽出過程に広く応用されて
きた。多くの既往報告によれば[61、64、83、84]、超音波破砕抽出法には短処理時
間、簡単な操作、低溶媒消費、高抽出率などのメリットを有するとされ
た。低出力超音波破砕抽出法を含む様々な超音波抽出法が開発されてきた。
第 4 章で霊芝菌糸体発酵物の多糖類抽出における超音波破砕抽出法のメリッ
トは実証された。 
 霊芝由来の多糖類の抽出に関しては、超音波破砕抽出法と従来法の抽出率
比較研究はあったが、抽出物の生理活性が比較されない報告例が殆どであっ
た[85]。また、既往報告に多く用いられたのは低い出力の超音波[4]であった。
このため、高抽出率で得られた多糖類の生理活性を評価することは必要であ
る。 
一方、抗酸化活性を持つ物質は人体において、老化防止などの効果を示し、
健康の維持に役立つと考えられるため、抗酸化物質の探索或いは開発は近年
食品および医療に関する研究分野において注目される現在、霊芝由来の多糖
類に高い抗酸化活性が確認されたといった報告[86-87]も多いため、抗酸化活性
は霊芝の最も重要な生理活性の一つであるとも過言ではない。このため、新
しく確立した抽出法に対し、多糖類の抗酸化活性を含む各生理活性を低下さ
せないといった結果が望まれてきた。更に、抗酸化活性を含む各生理活性を
向上することが可能であれば、最適化された超音波破砕抽出法は大変優れて
いる抽出法であると言える。 
  本章は最適化された超音波破砕抽出法、低出力超音波破砕抽出法および
熱水抽出法といった三つの抽出法により、抽出された霊芝菌糸体発酵物由来
の多糖類の抗酸化活性(DPPH ラジカル消去活性、ABTS ラジカル消去活性、
水酸基ラジカル消去活性及び SOD 様活性)を測定した。更に、免疫調節活性
(マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性及び保護作用)を比較した。 
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5.2 材料及び方法 
5.2.1 素材及び試薬 
生理活性測定用サンプルの用意 
 霊芝菌糸体発酵物の乾燥粉末を用い、最適化された超音波破砕抽出法、低
出力超音波破砕抽出法および熱水抽出法により、多糖類抽出を行った後、
処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を
孔径 0.45 μm のフィルター(NY013045、アズワン株式会社)に通過させ、
固形物を除去した。エタノールの使用量を節約するために、抽出液を
減圧濃縮した。その後、濃縮された抽出液に対して 4 倍体積に相当す
るエタノールを添加し、多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  
 8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を分離
し、適量な蒸留水で再び溶解し、多糖類水溶液とした。この多糖類水
溶液に 1/5 体積の SEVAGE 試薬(クロロホルム：ブタノール＝4：1)を
添加し、10 分間ほど攪拌させた後、有機相を除去し、水相を得た。水
相の各イオンを除去するために、超純水による透析を 72 時間ほど行っ
た。  
 透析した多糖類水溶液は減圧濃縮し、凍結乾燥した。得られた多糖
類は 4 °C で密封保存した。  
試薬 
MEM 細胞培地、DPPH、ABTS、ウシ胎仔血清(FBS)、リン酸緩衝生
理食塩水 (PBS)、トリクロロ酢酸 (TC(A)などは株式会社シグマ (神奈川、
日本 )より、購入した。エタノールは和光純薬 (大阪、日本 )より、購入
した。 SOD キットは同仁化学分子テクノロジーズ株式会社 (Dojindo 
Molecular Technologies, Inc.)より、購入した。他の化学試薬は全て分析グレ
ードのものを使用した。  
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5.2.2 抗酸化活性の測定 
DPPHラジカル消去活性の測定 
 DPPH ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.1)に従って測定し
た。但し、第 3 章と異なる点はサンプル溶液と DPPH 標準液を混合する際に、
それぞれの量が 0.6及び 2.4 mLになるように調整された。 
ABTSラジカル消去活性の測定 
 ABTS ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.2)に従って測定し
た 
水酸基ラジカル消去活性の測定 
 水酸基ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.3)に従って測定し
た。 
SOD様活性の測定 
 SOD様活性は第 3章に記述された方法(3.2.2.4)に従って測定した。 
5.2.3 免疫調節活性の検討 
本節では、マウスマクロファージ細胞の異なる条件下の細胞数に基づき、
霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の免疫調節活性を評価し、各抽出法を評価し
た。 
マウスマクロファージ細胞の培養 
 第 3章に記述された方法(3.2.3.1)に従って行った。マウスマクロファージ細
胞は対数期まで培養した。 
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マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性の検討 
 第 3 章(3.2.3.2)に記述したように、培地に最終濃度が 10 μg/mL 及び 40 
μg/mL になるように、最適化された超音波破砕抽出法、低出力超音波破砕抽
出法および熱水抽出法による霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類を添加した。ま
た、霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の代わりに等積の MEM 細胞培地を添加
した対照区を設定した。対数期に達したマウスマクロファージ細胞を上記の
ように作製した培地に移し、24時間の培養を行った。 
 培養後、570 nm での吸光度を測定し、マウスマクロファージ細胞の細胞数
を算出した。対照区の細胞数を 100%として各区の細胞数を算出した。 
マウスマクロファージ細胞に対する保護作用の検討 
第 3 章(3.2.3.3)に記述したように、対数期に達したマウスマクロファージ細
胞に、培地に最終濃度が 5.00 μmol/Lであるように、ドキソルビシンを添加し
た。 
そして、最適化された超音波破砕抽出法、低出力超音波破砕抽出法、熱水
抽出法によるによる霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類及び等積の MEM 細胞培
地を添加した実験区を設定し、24 時間の培養を行った。ドキソルビシン及び
MEM細胞培地を添加したマウスマクロファージ細胞は対照区とした。ドキソ
ルビシン及び冬虫夏草子実体由来の多糖類の代わりに等積の MEM 細胞培地
を添加したマウスマクロファージ細胞は陰性対照区とした。 
培養後、570 nm での吸光度を測り、マウスマクロファージ細胞の生存率を
計算した。陰性対照区の細胞数を 100%として各区の細胞数を算出した。 
5.2.4 統計解析 
すべての実験は 3 回実施し、データは平均値及び標準偏差値で表した。統
計解析は IBM の統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 19.0 で行った。P 値が
0.01より小さい場合に限り、統計学的に有意とみなした。 
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5.3 結果及び考察 
5.3.1 抗酸化活性 
図 5-1 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の DPPH ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、DPPH ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 1.0 mg/mL 以上
になると、約 100%の消去率が確認され、ビタミン E と同程度の活性を示し
た。また、明らかな濃度依存性がみられた。 
濃度が 0.06-0.5 mg/mL の範囲内において、最適化された超音波破砕抽出法
の多糖類は他の 2 種類の抽出法の多糖類と比較して高い活性を示し、90%以
上の消去率を達成した。 
図 5-2 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の ABTS ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、ABTS ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 0.5 mg/mL の際
に約 100%の消去率が確認され、ビタミン E と同程度の活性を示した。また、
明らかな濃度依存性がみられた。 
 低濃度の場合、最適化された超音波破砕抽出法および熱水抽出法の多糖類
は同程度消去率を示し、低出力超音波破砕抽出法の多糖類より、低かった。
濃度が 0.25 mg/mL以上になると、最適化された超音波破砕抽出法および低出
力超音波破砕抽出法の多糖類は同程度の消去率を示し、熱水抽出法の多糖類
より、高い活性を示した。 
図 5-3 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の水酸基ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、水酸基ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 2.5 mg/mL 以上
になると、約 100%の消去率が確認され、ビタミン E と同程度の活性を示し
た。また、明らかな濃度依存性がみられた。 
いずれの濃度において、最適化された超音波破砕抽出法により抽出された
多糖類は他の 2 種類の抽出法で得られた多糖類より高い活性を示し、ビタミ
ン Eと同程度の消去率を示した。 
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図 5-4 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の SOD 様活性を示した。、
SOD 様活性は霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度上昇とともに高くなり、
濃度が 0.833 mg/mL の際に、70%以上の SOD 様活性が確認された。また明ら
かな濃度依存性がみられた。Shi らの論文[1]により、濃度が 2.5 mg/mLの場合、
エノキタケ由来の多糖類の SOD様活性は 30%未満であったため、霊芝菌糸体
発酵物由来の多糖類は高い SOD活性を持っていると考えられる。 
いずれの濃度において、最適化された超音波破砕抽出法により抽出された
多糖類は他の 2 種類の抽出法で得られた多糖類よりわずかに高い消去率を示
した。 
以上のことから、霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類は高い抗酸化活性を示し、
抗酸化作用を有する食品として利用する可能性が見られた。 
5.3.2 免疫調節活性 
マウスマクロファージ細胞に対する細胞毒性 
 図 5-5 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類を使用したマウスマクロ
ファージ細胞に対する細胞毒性試験の結果を示している。3 種類の霊芝菌糸
体発酵物由来の多糖類には細胞毒性が確認されず、逆に顕著な増殖促進効果
がみられた。 
 また、最適化された超音波破砕抽出法の多糖類は約 40%ほど高い増殖促進
効果を示し、残り 2種類の抽出法で得られた多糖類より高かった。 
更に、濃度が非常に低い場合(10 μg/mL)においても、十分な増殖促進効果
がみられ、少量摂取に基づく効果も十分あると推察される。 
 以上のことから、霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類は免疫細胞に対する細胞
毒性を示さないのみならず、免疫細胞を増殖させ、免疫機能を強化する効果
が期待でき、免疫調節機能性食品にする価値を有すると考えられる。 
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マウスマクロファージ細胞に対する保護作用 
 図 5-6 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類を使用したマウスマクロ
ファージ細胞に対する保護作用の結果を示した。 
 陰性対照区のマウスマクロファージ細胞数を 100%とし、対照区のマウスマ
クロファージ細胞数は 52.5%となり、約半分のマウスマクロファージ細胞は
ドキソルビシンの毒性により、増殖が抑制されたと考えられる。 
 ドキソルビシンに加えて 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類を同時に
添加した場合、マウスマクロファージ細胞の細胞数は 100%に極めて近い値を
しめし、顕著な差は見られなかった。 
また、濃度が非常に低い場合(10 μg/mL)においても、十分な保護作用がみ
られ、少量摂取に際しても、その効果は十分あると推察される。 
以上のことから、霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類は、マウスマクロファー
ジ細胞に対する保護作用を有し、抗がん治療を受診する患者における回復期
補助食品としての利用価値があると予想される。 
5.4 まとめ 
 本章により、最適化された超音波破砕抽出法は低出力超音波破砕抽出法、
熱水抽出法と比べ、標的多糖類の各生理活性を保持或いは向上させことが確
認できた。第 4 章の結果にあわせ、最適化された超音波破砕抽出法はより優
れている多糖類抽出法であると考えられる。 
更に、霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類は高い抗酸化活性およびマウスマク
ロファージ細胞に対する顕著な保護作用を示したほか、マウスマクロファー
ジ細胞に対する直接な増殖促進効果が観察されたため、抗酸化作用を有する
食品、免疫調節機能性食品及び癌治療回復期の補助治療食品としての利用が
期待できる。 
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図 5-1 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の DPPHラジカル消去活性 
Trolox、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は水溶性ビタミン E、最適化された超音波破
砕抽出法の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表
示した。 
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図 5-2 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の ABTSラジカル消去活性 
Trolox、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は水溶性ビタミン E、最適化された超音波破
砕抽出法の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表
示した。 
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図 5-3 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の水酸基ラジカル消去活性 
Trolox、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は水溶性ビタミン E、最適化された超音波破
砕抽出法の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表
示した。 
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図 5-4 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の SOD様活性 
Trolox、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は水溶性ビタミン E、最適化された超音波破
砕抽出法の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表
示した。 
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図 5-5 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類におけるマウスマクロファー
ジ細胞に対する細胞毒性 
Control、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は対照組、最適化された超音波破砕抽出法
の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多糖類及び熱水抽出法の多糖類を表示した。 
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図 5-6 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類におけるマウスマクロファー
ジ細胞に対する保護作用 
Control、Dox、HUGLP、LUGLP 及び HWGLP は陰性対照区、対照区(ドキソルビシ
ン添加組)、最適化された超音波破砕抽出法の多糖類、低出力超音波破砕抽出法の多
糖類及び熱水抽出法の多糖類を表示した。 
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第 6章 超音波破砕抽出法における抽出促進効果及びメカニズム 
6.1 はじめに 
 前章により、超音波破砕抽出法による多糖類の抽出促進効果が明らかに確
認された上、従来法の多糖類と類似な生理活性が確認された。 
 抽出率に着目した場合、冬虫夏草子実体に対する促進効果は霊芝菌糸体発
酵物に対する促進効果より顕著であった。 
 一方、霊芝菌糸体発酵物由来多糖類の分析結果、超音波を使用した場合の
抽出物のマウスマクロファージ細胞に対する増殖促進活性が高かった。 
 このため、従来法及び超音波破砕抽出法で得られた抽出物の組成分析が必
要とされる。 
 本章ではまず霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体を使用し、熱水抽出法及び
超音波破砕抽出法による二段抽出を行い、それぞれの抽出物の組成を分析す
ると共に、超音波破砕抽出法における抽出促進のメカニズムの究明を行った。 
6.2 材料および方法 
6.2.1 研究素材 
 霊芝菌糸体発酵物は第 4章に記述されているとおり培養した。 
 霊芝子実体は第一薬産株式会社(日本)より、購入した。 
 冬虫夏草子実体及び菌糸体発酵物は生物資源プロセス工学研究室(筑波大
学)により、譲渡された。 
 上記 4 種類の素材を第 2 章に記述されているとおり、試験用サンプル粉末
まで処理した。 
6.2.2 試薬 
エタノール、フェノール、D-グルコース及び濃硫酸は和光純薬(大阪 ,
日本)より、購入した。ほかの化学試薬は全て分析グレードのものを使
用した。  
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6.2.3 多糖類の二段抽出 
 熱水抽出法の抽出物と超音波破砕抽出法の抽出物の差異を検討するために、
霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体を用いて、熱水抽出および超音波破砕抽出
を順番に行い、抽出された多糖類の組成分析をフーリエ変換赤外分光法によ
って行った。 
一段目熱水抽出 
 まず、霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体の粉末を用いて、第 2 章の記述
(2.2.3.3)に従って熱水抽出を行った。 
 第 3章の記述(3.2.1.1)に従って処理された多糖類を熱水抽出多糖類とした。 
二段目超音波破砕抽出 
 一段目熱水抽出を行った後、遠心分離によって固形物を回収した。蒸留水
の洗浄および遠心分離を繰り返すことで、できる限りに抽出された多糖類を
除去した。洗浄された固形物を 40 °C で乾燥し、粒径 150 μm まで粉砕し
た。  
 上記のように処理された霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体粉末を用い、44 
min、495 W、13.21 mg/mL及び 40 min、600 W、5 mg/mLの超音波破砕抽出を
行い、第 3 章の記述(3.2.1.1)に従って多糖類を処理して得た。最終的に得られ
た多糖類を超音波破砕抽出多糖類とした。 
6.2.4 二段抽出による多糖類の組成分析 
 本節では、フーリエ変換赤外分光法(FTIR)により、熱水抽出多糖類及び超
音波破砕抽出多糖類の組成分析を行った。 
 FTIR とは、サンプルの官能基の特徴的な赤外吸収スペクトルを測定し、標
準サンプルに照らし合わせて組成成分を定性的に解析できる分析法である。 
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 十分研磨した KBr 粉末を用い、バックグラウンドとして赤外吸収スペクト
ルを測定した。そして、十分乾燥した多糖類を KBr と混合し、十分研磨した
後、サンプルとして赤外吸収スペクトルを測定した。 
 ソフトにより KBr 及び CO2の影響を排除し、各多糖類の赤外吸収スペクト
ルを得た。論文、報告に照らし合わせながら、多糖類の組成成分を解析した。 
6.2.5 素材に基づく多糖類の比較抽出 
予備実験により、冬虫夏草菌糸体発酵物に対し、40 分間超音波処理時間、
450 Wの出力、15 mL/gの溶媒量の超音波破砕抽出の抽出率は熱水抽出法より
明らかに高く、第 4 章に記述されている霊芝菌糸体発酵物の最適条件に類似
した。一方、霊芝子実体に対し、40 分間超音波処理時間、600 W の出力、5 
mL/g の溶媒量である超音波破砕抽出の抽出率は熱水抽出法より明らかに高く、
第 2章に記述されている冬虫夏草子実体の最適条件に類似した。 
 上記の結果から、本節では、冬虫夏草菌糸体発酵物および霊芝子実体に
対し、上記の条件を選択し、多糖類を抽出した。 
 一方、冬虫夏草菌糸体発酵物および霊芝子実体に対し、30 mL/g の溶媒
量、100 °C および 2 時間の熱水抽出も行った。  
 冬虫夏草子実体、冬虫夏草菌糸体発酵物、霊芝子実体及び冬虫夏草菌糸
体発酵物に対し、超音波破砕抽出法の抽出促進効果を比較した。 
 
6.2.6 統計解析 
すべての実験は 3 回実施し、データは平均値及び標準偏差値で表した。統
計解析は IBM の統計解析ソフトウェア SPSS Statistics 19.0 で行った。P 値が
0.01より小さい場合に限り、統計学的に有意とみなした。 
92 
 
6.3 結果および考察 
6.3.1 二段抽出による多糖類の組成分析 
霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類 
図 6-1 は霊芝菌糸体発酵物由来の熱水抽出多糖類(a)及び超音波破砕抽出多
糖類(b)の赤外吸収スペクトルを示した。 
熱水抽出多糖類及び超音波破砕抽出多糖類の赤外吸収スペクトルは類似し
ていた。3389、2930、1655、1420、1325、1249 及び 1075 cm-1 の吸収ピーク
はそれぞれ C(3)OH⋯O(5)といった分子内水素結合、CH2 の不対称伸縮振動、
C=O の伸縮振動(アミド)、C-H の伸縮振動、CH2 ロッキング、C=O の伸縮振
動或いは NH2の変形振動及び C-O の伸縮振動を示した[89-91]。セルロース及び
キトサンの特徴的な吸収ピーク[92]に合致したため、熱水抽出多糖類及び超音
波破砕抽出多糖類が細胞壁の組成成分であるセルロース及びキトサンを含む
と考えられる。 
霊芝子実体由来の多糖類 
図 6-2 は霊芝子実体由来の熱水抽出多糖類(a)及び超音波破砕抽出多糖類(b)
の赤外吸収スペクトルを示した。 
 熱水抽出多糖類の赤外吸収スペクトルに、3424、2923、1636、1419 及び
1036 cm-1の吸収ピークはそれぞれ O-Hと N-Hの伸縮振動、CH2の不対称伸縮
振動、結晶水中 O-H の曲げ振動、C-H の伸縮振動及び C-O の伸縮振動を示し
た[89-91]。 
 超音波破砕抽出多糖類の赤外吸収スペクトルに、上記の吸収ピークを有し
たため、熱水抽出多糖類と同様な組成成分を含むと考えられる。また、1558、
1374、1320、1252 及び 892 cm-1の吸収ピークはそれぞれキチンの特徴吸収ピ
ーク、C-H の曲げ振動、CH2ロッキング、C=O の伸縮振動或いは NH2の変形
及びセルロースの β-連携を示した[86、89]。キチン及びキトサンの特徴的な吸収
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ピーク[90、93]に合致したため、超音波破砕抽出多糖類が細胞壁組成成分である
キチン及びキトサンを含むと考えられる。 
考察 
 霊芝子実体は木質化した構造[94]であり、その細胞壁の主な組成成分がキチ
ン及びキトサンである。子実体の安定性が良いため、熱水抽出法では破砕出
来ないに対し、超音波破砕抽出法を使用した場合は細胞壁が容易に破砕され
たため、キチン及びキトサンが抽出された。同時に、細胞内部に存在する多
糖類も抽出された。 
菌糸体は木質化しておらず、子実体より安定性の低い構造である。熱水抽
出法を使用した場合、霊芝菌糸体及び発酵されたオカラの細胞壁の一部が破
砕されたため、その組成成分であるキトサン、セルロース及び細胞内部に存
在する多糖類が抽出された。超音波破砕抽出法を使用した場合、残りの細胞
壁が更に破砕されることで、キトサン及びセルロースがより多く抽出された。 
 更に、セルロースは TNF-α といったサイトカインの遺伝子発現を促進する
ことによってマクロファージを活性化できる [95]。キチン及びキトサンは
MHC( major histocompatibility complex 、主要組織適合抗原複合体)クラスⅠ及
びⅡの遺伝子発現を促進することによってマクロファージを活性化できる。
同時に、マンノース受容体を活性化し、 Fas シグナル伝達経路を介してマク
ロファージのキチン及びキトサンによるアポトーシスを阻害できる[91]ため、
超音波破砕抽出法の霊芝菌糸体発酵物由来多糖類は熱水抽出法の霊芝菌糸体
発酵物由来多糖類より高い増殖促進効果を示した(5.3.2.1)といった結果は解釈
できる。 
6.3.2 超音波による抽出促進効果の差異 
 表 6-1 は 4 種類研究素材の多糖類抽出率および向上率を表した。冬虫夏草
子実体、冬虫夏草菌糸体発酵物、霊芝子実体および霊芝菌糸体発酵物に対し
て超音波の抽出促進効果が明らかに確認された。 
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 冬虫夏草子実体および霊芝子実体に対する抽出向上率は対応する菌糸体発
酵物より大幅に高いことが確認され、考察に合致した。 
6.4 まとめ 
 本章により、超音波破砕抽出法は素材の細胞壁を破壊し、細胞壁の組成成
分である多糖類(セルロース、キチン、キトサン等)を抽出することにより、
多糖類の抽出率を向上すると考えられる。 
 また、超音波破砕抽出法は冬虫夏草子実体、冬虫夏草菌糸体発酵物、霊芝
子実体及び霊芝菌糸体発酵物といった 4 種類の素材に対する抽出促進効果を
明らかに示し、薬用キノコの多糖類抽出に優れた抽出法であり、応用価値を
有すると考えられる。 
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表 6-1 4種類研究素材の多糖類抽出率および向上率 
原材料 超音波破砕抽出率 熱水抽出率 向上率 
冬虫夏草子実体 7.29±0.08% 3.01±0.10% 142% 
冬虫夏草菌糸体発酵物 14.19±0.09% 8.19±0.34% 73% 
霊芝子実体 4.06±0.09% 1.14±0.15% 255% 
霊芝菌糸体発酵物 10.01±0.075% 7.19±0.01% 39% 
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(a) 
 
(b) 
 
図 6-1 霊芝菌糸体発酵物由来の熱水抽出多糖類(a)及び超音波破砕抽出多糖類
(b)の赤外吸収スペクトル 
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(a) 
 
(b)  
 
図 6-2 霊芝子実体由来の熱水抽出多糖類(a)及び超音波破砕抽出多糖類(b)の赤
外吸収スペクトル 
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第 7章 総括 
 本研究では、冬虫夏草子実体および霊芝菌糸体発酵物を主要な研究素材と
し、超音波破砕抽出法の最適化更に従来法との抽出率比較を行っい(第 2、4
章)。 
 また、各抽出法の多糖類の生理活性および免疫調節活性を検討することに
より、各抽出法を比較して評価した(第 3、5章)。 
 最後に、冬虫夏草菌糸体発酵物および霊芝子実体を補助研究素材とし、超
音波により菌糸体発酵物および子実体に対する多糖類抽出促進効果の差異を
検討した。霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体を用い、超音波の多糖類抽出率
向上効果のメカニズムを検討した(第 6章)。 
7.1 結論 
 本研究の結果に基づき、結論は下記の通りまとめられた。 
1. 薬用キノコの多糖類抽出過程において、超音波破砕抽出法は多糖類
の生理活性の保持・向上及び抽出率の向上を両立させることができ、
従来法より優れた抽出法である。  
2. 超音波破砕抽出法は細胞壁を破壊し、細胞壁の組成多糖類を抽出す
ることにより、多糖類の抽出率を向上させる。  
3. オカラにより培養した冬虫夏草子実体が抗酸化作用を有する食品と
して、また、癌治療回復期の補助治療食品となりうる価値を有すると
考えられる。  
4. オカラにより培養した霊芝菌糸体発酵物が抗酸化作用を有する食品
として、また、免疫力を改善できる機能性食品、癌治療回復期の補助
治療食品となりうる価値を有すると考えられる。  
99 
 
7.2今後の課題及び展望 
7.2.1 課題 
 超音波破砕抽出法が優れていることが実証されたため、抽出された多糖類
のより詳しい生理活性やメカニズム等の解明は今後の課題として残されてい
る。例えば、マウス或いは霊長目動物などを対象とした動物試験を行い、生
体に対する免疫調節活性の確認及びメカニズムの解明に関する研究を行うこ
とはその一つである。 
7.2.2 展望 
 冬虫夏草および霊芝は有名な漢方薬であり、健康補助、免疫調節、特定の
病気に対する治療効果などを有することは多くの研究者によって実証されて
きた。本研究室で培養された冬虫夏草子実体及び霊芝菌糸体発酵物の各生理
活性も実証されたため、本研究室の薬用キノコ培養技術有機産業廃棄物であ
るオカラの再資源化に関しての応用価値を高く有すると考えられる。上記の
事から、効率的な培養技術と抽出法を合わせ、培養された薬用キノコを商品
化することは期待できる。 
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